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Ac Acétyle

AcEt Acétate d’éthyle

ACN Acétonitrile

ADP Adénosine diphosphate

ATP Adénosine triphosphate

CCM Chromatographie sur couche mince
CDCI; Chloroforme deutéré

CS Sulfate de chondroitine

DMAP 4-diméthylaminopyridine

DMF N,N-Diméthylformamide

DMSO Diméthylsulfoxyde

DS Sulfate de dermatane

E.coli Escherichia coli

ED Eau distillée

EP Ether de pétrole
EPSExopolysaccharide

eq Equivalent molaire

ES Electrospray

Et Ethyle

Fuc Fucose

GAG Glycosaminoglycanne

Gal Galactose

Gal-3ST Galactosyl-3-sulfotransférase
GalNAc N-acétylgalactosamine
GlcA-Lac glucuronyle lactose

GIcNAc N-acétylglucosamine
GIcNACT N-acétylglucosaminyltransférase
Glc Glucose

GIcA Acide glucuronique

h Heure

HNK-1 Human Natural Killer-1

HS Sulfate d’héparane

IPTG Isopropyl$-D-thiogalactopyranoside
HS Sulfate d’héparane

j Jour

J Constante de couplage

kDa Kilodalton



KS Sulfate de kératane

Lac Lactose

LacNAc N-acétyllactosamine

LNNT Lacto-N-néotétraose

Le* Lewis x

LPS Lipopolysaccharides

Me Méthyle

PAP 3’-phospho-adénosine-phosphate
PAPS 3'-Phospho-adénosine-5'-phosphosulfate
Ph Phényle

pPNP 4-nitrophénol

ppm partie par million

RMN Résonnance Magnétique Nucléaire
S.cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SM Spectrométrie de masse

ST Sulfotransférase

TA Température ambiante

TCA Trichloroacétyle

TFA Acide trifluoroacétique

THF Tétrahydrofurane

UDP Uridine-5’-diphosphate

UTP Uridine-5'-triphosphate
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Les travaux de these, présentés ici, ont été ésalis cours d’'un programme financé par la
Région Rhéne-Alpes dans le cadre d'un projet CIBI2B07), intitulé « Synthese de glycannes
sulfatés dans le cadre de l'usine cellulaire »ptaget vise a synthétiser des glycannes sulfatésesu
glycoconjugués analogues de maniére a enrichirbangue de glucides mise a disposition pour les
biologistes.

Dans le contexte des neuropathologies liées a $& min place, au fonctionnement et a la
régénération du systéme nerveux central et pérqprer'étude des mécanismes moléculaires et
signalétiques liés aux glucides sulfatés est mgmortante. Ceux-ci sont impliqués dans les voies de
signalisation de la reconnaissance cellulaire. emaspects de ces études est de permettre, nothmmen
avec le HNK-1, de restaurer qualitativement et tjtetivement une régénération des motoneurones
apres lésion.

Ces travaux s'inscrivent dans la continuité desletueffectuées au laboratoire depuis de
nombreuses années focalisées sur la synthéseadatigharides dans le cadre de l'usine cellulaire.
Parmi la banque d'oligosaccharides et de glycoapma importante, synthétisés par voie biologique
chezE.coli a l'aide de glycosyltransférases principalemerdpalnible au laboratoire, la branche des
glycannes sulfatés est peu étoffée.

Dans le cadre du projet CIBLE, cette étude a pbjeadif de développer une technologie de
production des glycannes sulfatés d'intérét pae woicrobiologique. Cette méthode a pour avantage
de synthétiser en une seule étape des oligosageban quantité importante et a faible colt. L'étap
de sulfatation sera éventuellement réalisée pasyniése chimique, autre thématique forte de notre
équipe de Chimie et Biotechnologie des Oligosaddbar

Nous nous sommes, durant ces trois années de timb&essés a la synthese du motif
oligosaccharidiqgue HNK-1, et de ses glycoconjuqréogues, ainsi qu'a la synthése du sulfo-sialyl-
Lewis®. D’autres essais de sulfatation enzymatique @nakordés dans une moindre mesure.

La préparation de néoglycoprotéine porteuse detdpe HNK-1 sera plus particulierement
présentée. Ce composé est en effet actuellemerdues d’évaluation biologique par nos partenaires

biologistes.
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|. Importance biologique des glycannes sulfatés

1.Les glycannes
Les oligosaccharides sont des chaines forméesadittain nombre d’'oses (de monosaccharides)

par une liaisor ou . Les chaines formées varient en longueur allarquidques sucres a plusieurs
centaines. Pendant longtemps, le r6le des glueaidgé cantonné a celui de source d’énergie. Enh effe
les glucides constituent I'un des trois principautriments énergétiques et fournissent et stoattent
I'énergie. Il est aujourd’hui largement admis ques Iglycannes libres et leurs conjugués (les
glycoconjugués) jouent également des réles trégritapts dans de nombreux processus biologiques.
Le monde extérieur des cellules animales est urumihtensément social et bruyant des discussions
intercellulaires. Les cellules doivent a la foisimb@nir une vitalité collective et supprimer |'aclaie.
Malgré le chaos potentiel de la vie extracellulaine ordre et une solidarité surviennent gracee un
gestion précise et efficace des communicationseeres cellules. Cette communication dépend
souvent de la diffusion passive de solutés verssleibles, mais nécessite des récepteurs liés a la
cellule qui capturent de maniere efficace et sjppaf ces ligands a la volée. Une réponse a été
apportée  par I'émergence de la matrice  extracefula polyvalente (ECM)

qui fournit un soutien mécanique et un milieu parde diffusion, ainsi que des épitopes spécifiques
nécessaires a la communication intercellulaire. i@ende extérieur présente un assortiment
prépondérant de glycannes qui peuplent tous laesscdé I'espace extracellulaire. Cependant les
oligosaccharides sont rarement libres, le plus aouis sont liés de facon covalente a des lipaea

des protéines (glycolipides ou glycoprotéines). ¢adfules présentent un éventail de glycolipidedeet
glycoprotéines a leur surface. Collectivementfatsnent une matrice dense, appelé le glycocalyk, qu
fonctionne comme une interface entre une celluleertironnement dans lequel la cellule négocie sa
croissance, sa survie et sa mort. Les glucidesesm@ntiels & pratiquement tous les aspects da traf
extracellulaire, remplissant des rdles purementicBiraux a la médiation d’événements trés
spécifiques comme la reconnaissance qui sous-entedommunication cellulaire. La nature a bien
choisi car les sucres sont particulierement bieaptis a la médiation d’'une si extraordinaire vériét
d'interactions: ils sont modulaires, similairese® diucléotides et des acides aminés. En outreese d
fonctionnalités caractéristique des sucres liéspaateines et aux lipides est le nombre quasiiifin
structures distinctes qui peuvent étre produitesassemblant les différentes combinaisons de
monosaccharides en oligosaccharides. Le nombresihjilité de combinaison est énorme a cause du
nombre important de différents monosaccharidesodisfes, du nombre de type de liaison différente
entre ces monosaccharides et le fait qu'ils peuédre branchés en un ou plusieurs points. Des
modifications comme la phosphorylation, la sulfiatatla méthylation ou I'acétylation ajoutent a la

complexité structurale. Cependant cette énormeasitéestructurale des oligosaccharides fait d'eeix d
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parfaites molécules porteuses d’informations. Notemt il a été également décrit que des
changements dans la glycosylation sont souventdeque d'états pathologiques. Par exemple, les
cellules cancéreuses affichent souvent des glysa@aes niveaux d’expression différents ou avec des
structures fondamentalement différentes de celissreées sur les cellules normales. Ce phénoméne a
été décrit dans le début des années 1970, maiddesls moléculaires sous-jacents de ces
transformations ont été mal compris. Dans les 1Midees années, les progrés en génomique,
protéomique et analytique ont permis I'associaties structures de glycannes spécifiques a des états
pathologiques. Dans certains cas, la significafimetionnelle des changements associés a la maladie
dans la glycosylation a été révélée, notamment p®wancer et linflammation chronique. Les
glycobiologistes essayent de décoder ces modiitsitide structure des glycannes de maniéere a
éradiquer les maladies associées. Leurs résuitapérént de nouvelles méthodes de détection des
glycannes caractéristigues des différents étata dealadie. Une fois identifiés, la formation des ce
glycannes pourra étre stoppée et les cellules mslporteuses de ces structures pourront étre t@strui
Cependant la recherche des fonctions biologiquesraifs oligosaccharidiques est toutefois rendue
difficile car ces structures présentes sur lesapyotéines individuelles ou des glycolipides sont
généralement tres hétérogenes. Il est rare d’obsemne structure unique, méme sur un seul site de
glycosylation sur une glycoprotéinéMalgré ces défis, de nombreux oligosaccharides é&iat
démontrés comme ayant des fonctions biologiquette Gpécificité importante donne au répertoire
oligosaccharide de la surface cellulaire, que dessois forme de glycoprotéines ou des glycolipides
un réle majeur dans les processus biologiquesolts reconnus par des anticorps ou des lectines, et
jouent un réle crucial dans le déclenchement dépganse de I'organisme. Par exemple, 'adhésion des
microbes a la surface cellulaire de I'h6te, étay@mtournable dans le processus de colonisatida, et
glycosylation des glycolipides et glycoprotéinesldesurface intestinale semblent étre étroitement
liées. Les glycosaminoglycannes, des oligosacobsiigttérogénes omniprésents a la surface de nos
cellules et dans la matrice extracellulaire, ont d&les trés variés selon leur localisation et leur
structure. lls peuvent permettre la coagulatiors@ang ou l'activation de facteurs de croissanGdJF

ou de cytokines.

Ces fonctions biologiques sont généralement assoéida présence d'oligosaccharides avec
des caractéristiques structurelles uniques, tetsdps motifs sulfatés ou phosphatés, qui fontearti

d'un déterminant qui est reconnu par un ou plusisdaepteur(s) spécifique(s).
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2. Les structures sulfatées
1. Généralités

Les glycolipides et glycoprotéines contenant dfiasellsont en pleine expansion. Bien que les
glycannes sulfatés soient connus pour étre présemtdes protéoglycannes et les mucines, on a
découvert récemment leur présence sur un largetavgamme de glycoprotéines et glycolipides
produits par de nhombreux tissus et cellules difféxeEn outre, les motifs glycaniques sulfatés sont
retrouvés chez de nombreux organismes différeet$a dbactérie a 'hnomme. Il existe une variabilité
considérable parmi les structures d’oligosacchargidfatés, dont chacun a le potentiel d’étre reaon
par un récepteur différent ou une lectine, et priesane fonction biologique différente. La struetur
des glycannes contenant du sulfate varie en fanai®s monosaccharides qui sont modifiés [par
exemple, le galactose (Gal), la N-acétylgalactosaniGalNAc), la N-acétylglucosamine (G1cNAc),
le mannose (Man), etc], en fonction de I'hydroxyle est lié au sulfate (par exemple, 3-OH, le 4-OH,
etc), et en fonction de la structure de la fractigosaccharidique du reste de la molécule. La
diversité de structures sulfatées reste a défiais mst tres grande.

Le sulfate (SQ) est transféré aux accepteurs oligosaccharides gnéx sulfotransférases (STs)
qui utilisent la 3'-phosphoadénosine-5'-phosphagl{fPAPS) comme donneur de sulfate de haute
énergie. L'addition de sulfate est un événemeuniiftau cours de la biosynthése qui se produit d&ans
lumiére de l'appareil de Golgi (Schwarz, 1984). Wrie synthétisés le long de la voie de sécrétion,
les glucides d’esters de sulfates se trouvent sikx@ment dans le milieu de la matrice extraceltalai
et la sulfatation des glucides pourrait étre pdamimécanismes choisis par la nature pour releger |
défis de communication multicellulaire. Les estdes sulfate ont de nombreuses propriétés utiles.
Entierement anioniques a pH physiologique, ils fiigsent un composant électrostatique a des
interactions spécifiques sans se comporter comraebase ou un nucléophile. Leur liaison sur une
structure glycannique permet une disposition sjgatide deux ou plusieurs anions sulfate qui
contribuent a la structure du ligand dans I'ensemibbh moyen efficace de générer de nombreuses
structures uniques a partir de quelques élémentiilaioes. Le grand nombre de structures sulfatées
déja connues et la présence de ces structureseamémui sur un nombre limité de glycoprotéines
produites par une cellule ou un tissu donné irefijgue les sulfotransférases qui modulent I'acidliti
de sulfate aux oligosaccharides des glycoproté&nas nombreuses et tres spécifiques. Des exemples

de glycoprotéines portant des oligosaccharideat&gfsont présentés dans le tableau 1.
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Sulfaled haride

Glycoproteins/glyeolipids known to

Cal-3-50,
S04-3-Galp1,4ClcNAcp-R
50,-3-GalB1.4[Fucal 3GIcNACB-R

in this monosaccharide

Thyroglobulin N-linked glycans |
Ovarian cystadenoma glycoproteins

S04-3-Galp1-1Cer Sulfatides
GalNAc-4-50,
$0,-4-GalNAcP1,4CGlcNAcP-R N-linked glycans of LH , TSH carbonic anhydrase V1 Tamm-Horsfall
. ., and urokinase
Proopiomelanocortin N- and O-linked glycans
CalNAc-6-80,
GalP1,4[S04-6-]GlcNAcf-R N-linked glycans of thyroglobulin ( ) and HIV gp

67 sulfo-sialyl Lewis®
Cle I?CIcN Ac;[S04-6-]CleNAc

COCis

Cal-6-50,
6sulfo-sialyl Lewis®

GlyCAM-1 O-linked glycans . .
Rhizobium meliloti lipo-oligosaccharide nodulation factor

GlyCAM-1 O-linked glycans

Man-4-50, Ovalbumin N-linked glycans
Man-6-S0, N-linked glycans of Dictyostelium discoideum glycoproteins
GlcUAc-3-50,

50,-3-GlcUAP1.4Galfl 4GlcNAcp-R

P, glycoprotein N-linked glycans

Brain glycosphingolipids

Tableau 1 : exemples de quelques monosaccharitlatésudentifiés sur des glycoprotéines et des
glycolipides (Hooper, 1996).

Les sucres sulfatés modulent ainsi de nombreunetnénts moléculaires trés spécifiques de
reconnaissance, et, a partir d'une enquéte suntsmctions connues dépendantes du sulfate, deux
thémes fonctionnels ont émergés. Le premier theshéaebiosynthese combinatoire de nombreuses
sulfoformes de glucides dans la chaine de glycosaghicannes (GAG). lls représentent
collectivement une bibliothéque de structures uesg(ie terme sulfoforme désigne des structures de
glycannes sulfatés qui ne different que par leudende sulfatation. Le deuxieme théme est la
conversion d'un oligosaccharide commun en un ligangjue par sulfatation. Par exemple, la
sulfatation d'un résidu terminal N-acétylgalactosen{GalNAc) sur les glycoprotéines des hormones
de I'hypophyse régule leur demi-vie sérique en rdrém déterminant unique qui est reconnu
sélectivement par un récepteur hépatique sulforitigre. Ces themes sous-tendent une multitude de
processus, de l'angiogenese et de la métastaseudesurs a l'adhérence des leucocytes a
I'endothélium sur les sites d'inflammation, en pasgar les interactions symbiotiques entre les
plantes et les bactéries fixatrice de nitrogenecd&rséquence, les sulfotransférases des glycauines g
génerent ces épitopes sont devenues un centréréfiimitense. Les réles des sulfotransférasesldans
modulation des processus normaux et pathogéenesitemmenés au premier plan de la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques. Une étude bildigigigue est présentée ici sur les connaissances
actuelles des structures glycanniques sulfatéesepigs sur des glycoconjugués, ainsi que sur les
fonctions biologiques de ces sulfoformes glucidgjdans des processus biologiques bien définis. En

effet en comprenant la nature moléculaire des téuep a base de sucres a la surface des cellules,
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leurs régulations au cours des stades développamentinfluence de I'environnement sur
I'expression du récepteur, et leurs réponses eifestdans la cellule et la signification biologiqde

la réponse de celles-ci, de nouvelles approcheapgbatiques pourraient bientdt étre disponibles De
débouchés apparaissent alors vers des applicatiodgagnostic, en thérapies antiadhésives ou méme

vers des vaccins pour la prévention et le traitérdemombreuses maladies.

2. L’hormone lutéinisante

Des glycannes sulfatés ont été identifiés dansystemme biologique avec I'hormone LH. LH
est essentielle pour la régulation de nombreux gaaes physiologiques impliqués dans la
reproduction, y compris la maturation folliculairepvulation, et la sécrétion d'cestradiol et de
progestérone.

LH est un membre de la famille des hormones gly@@mues comprenant également
I'lhormone stimulant la thyroide (TSH), I'hormonellitulo-stimulante (FSH), et la gonadotropine
chorionique (CG) (Pierce, 1981). La LH porte untifmaigosaccharide unique N-lié se terminant par
la séquence @GalNAJ31,4GIcNAc (fig 1) (Stockell Hartree, 1992).

SO SO,
A4 'lr ) l:
GalNAc GalNAc
B1A ), |1
GicNAc GicNAc
p12) o2

Man Man
auk‘ 21,6
Man

81,4 ,l,
GicNAc

Bl
GicNAc

{

Asn

Figure 1 : structure des oligosaccharides sulfstéés a I'hormone lutéinisante (LH). Les
oligosaccharides N-liés sur la LH se terminent daesgquence unique GalNAc-4,SqQui a été

démontrée comme responsable de I'élimination ragédia LH de la circulation (Hooper, 1996).

Des études ont montré que la courte demi-vie ctoire de la LH est le résultat de la
présence d'oligosaccharides LH sulfatés plutbt giatylés (Baenziger, 1992). L'influence de la
séquence terminale oligosaccharidique N-liée suddai-vie de circulation de LH a suggéré

I'existence d'un récepteur spécifique pour le taahiGalNAc-4-SQ, qui élimine rapidement
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I'hnormone de la circulation sanguine. Un réceptaigc les propriétés prévues a été identifié (Fiete,
1992) et est hautement spécifique de la séquengel-8aINAJ31,4G1cNA@L,2Man, alors que la

structure identique se terminant avec un sulfeteall’nydroxyle 3-OH n'est pas reconnue. Cela
indique que le sulfate doit étre attaché a un hydeospécifique sur le GalNAc afin d'étre reconnu

par ce récepteur.

3. Les glycosaminoglycannes

L'avancée de la génomique en biologie cellulaiée b des avancées technologiques importantes,
a fait prendre conscience que des composés glypami complexes tels que les
glycosaminoglycannes (GAGS) pourraient avoir ue tiblogique fondamental, au méme titre que les
protéines ou les acides nucléiques. Ainsi, les GAGmsmposants primaires de la matrice
extracellulaire (MEC) interagissent avec de nombesuprotéines et modulent leur activité, prenant
ainsi part a des processus biologiques complexiss gige le développement des organismes,
'angiogenese, la croissance axonale, ou les phénesnde coagulation (Prabhaka006). Un
nombre croissant de travaux font également ét&udeimplication dans des processus pathologiques
tels que les cancers (Sasisekhalf6), mais aussi les troubles neurodégénéralifgte la maladie

d’Alzheimer, ou les maladies a prions (Diaz-Nig602).

D’un point de vue chimique, les GAGs sont des pélses glycanniques linéaires non ramifiés,
constitués de répétitions d’'unités disaccharidiqtig®). Le nombre de ces unités varie de 10 (dans
sulfate de kératane) a plus de 5000 (dans I'aciddutonique). Le plus souvent, ces unités sont
constituées d’'un sucre aminé et d’'un acide uronidies GAGs se différencient par la nature de
I’'hexosamine et sont ainsi répartis en deux catégores galactosaminoglycannes (possédant une D-
Galactosamine GalNAc) et les glucosaminoglycanpesg¢dant une D-Glucosamine GIcNAc). Les
héparanes sulfates (HS) sont constitués d’'un réasile glucuronique (GIcA) lié ef(1-4) a un
résidu Nacétylglucosamine (GICNAC) ; les kératadem résidu galactose lié €{1-4) a un résidu
GIcNAc ; les chondroitines d'un GIcA lié ¢(1-3) a un résidu N-acétylgalactosamine (GalNAc. .
structure des dermatanes est tres proche de deleshondroitines mais le résidu GIcA est remplacé
par un acide iduronique (IdoA). Enfin, I'acide hyadnique est constitué de la répétition d’une unité
GIcA liée enf(1-4) a un GIcNAc. La biosynthéese des GAGs de tjfeou chondroitines sulfate/
dermatanes sulfate (CS/DS) est un processus coengléxmpligue un nombre important d’enzymes
qui assemblent le polymére de GAG et lui greffees droupements sulfate & des positions tres

précises (Sasisekharan, 2006).
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Figure 2 : Formules chimiques des unités disacditares constitutives des différents GAGs.

Comme Tillustre la figure 2, chaque GAG porte dgsupements sulfate $Cen différentes
positions, majoritairement sur des extrémités —Qdh méductrices. Cependant la présence des
groupements sulfate n’est pas obligatoire, I'adig@luronique n’'est pas sulfaté.. Cependant ces
groupements chimiques apportent des charges négatix GAGs qui deviennent des polyanions. Ce
sont ces charges qui leur permettent d'interagacawn grand nombre de ligands biologiques. La
spécificité des interactions entre les GAGs etddigands est due, au moins en partie, a la réparti
fine de ces groupements sulfate le long de la ehddinGAGs (HabuchR004). Ces groupements sont

greffés au cours de la synthése des GAGs par tfetransférases (Kusche-Gullberg, 2003).

Dans la majorité des cas, les chaines linéaireSA&s (40 a 100 chaines) sont liées a des
protéines pour former une structure macromoléailaie protéoglycanne (PG). Les protéoglycannes
entrent dans la catégorie des O-glycosylprotéibagroportion de glucides des protéoglycannes peut
atteindre 95 %. Les protéoglycannes peuvent étite tismsportés a I'extérieur de la cellule par
exocytose s'intégrant alors a la matrice extrale#iel sous forme de chondroitine-sulfate, kératane-
sulfate, héparane-sulfate, dermatane-sulfateestiér dans la constitution de la membrane plaseniqu
ou du glycocalyx, jouant alors un roéle dans leatrehs cellule-matrice. Les PG sont les constitsiant
majeurs de la MEC. Les héparanes sulfates (H®setHondroitines / dermatanes sulfates (CS / DS)
sont O-liées au coeur protéique du PG par l'intelimiée d’'un tétrasaccharide sur un résidu sérine

(Gandhi, 2008). En revanche, les kératanes sul{&8} sont soit N-liés (cas des KS I, rencontrés
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dans la cornée), soit O-liés (cas des KS Il reméantlans les cartilages et KS IIl décrits dans le

cerveau) au coeur protéique du PG.

4. Les sulfoglycolipides

Les glycolipides forment un groupe structurellembétérogéne de composés de la membrane
trouvés chez de nombreux organismes de la baééititomme. Une classification assez récente des
principaux glycolipides a été réalisée en 1997Ihanion Internationale de Chimie Fondamentale et
Appliquée IUPAC (Chester, 1997). Cette classemldds inclu des types variés de longues chaines de
dérivés de sucre qui peuvent contenir le plus féguent une chaine principale glycérol
(diacylglycérol) chez les bactéries et les plardexéramide chez les animaux. Beaucoup de ces
glycolipides sont porteurs de décorations qui medifleurs fonctions biologiques, notamment les
glycolipides sulfatés. En fonction de leurs struesy les glycolipides sulfatés peuvent étre classés
plusieurs groupes :

- Les sulfoglycoglycérolipides, basés sur le glgtésont trouvés chez les champignons, les
algues, les bactéries, les chloroplastes des glaupérieures, et aussi chez certaines cellules de
mammiferes. Notamment dans plusieurs tissus de rifanes (cerveau, spermatozoides) des esters de
sulfate de galactoglycérolipides sont trouves. lsturcture est donnée dans la figure 3, ou lespg®u

acyles R' et R" sont tres souvent saturés (l@Batdmes de carbone) (Kornblatt, 1972).

S03—0—CH,
HO Q O—CH,
[
I
OH H—C—O—FR"
O H.C—O—R"

Figure 3: structure d’'un sulfoglycoglycérolipidd?} et R” sont des groupes acyles souvent

saturés.

- Les sulfosphingolipides, basés sur des céramidediennent une partie céramide hydrophobe et
une partie hydrophile qui consiste en une unitéanon oligosaccharidique liée au groupe hydroxyle
en C-1 du céramide. Généralement le résidu terngakictose est estérifié avec un sulfate sur le
carbone C-3 (Farooqui, 1981). Quatre sulfosphipigdis majeurs sont retrouvés sur des tissus de
mammiferes :

Les cérébrosides 3-sulfate ou sulfatides sont demmides sulfogalactosyle. La premiere preuve
de I'existence de lipides contenant du soufre alétéée par Thudichum en 1884 qui a isolé un lipide
d’'un cerveau humain et lui donna le nom de sulatida premiere description compléte de sa
structure fut donnée en 1933 (Blix, 1933). Ce casépest formé a partir d’'un cérébroside et d’une

réaction catalysée par une sulfotransférase (fig 4)
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CH,0H HN—CR
cI}H OH
HO /4y 0—CH; —~CH——C——CH—CH=CH—(CH,),,CH,
0S0; H
H OH

Figure 4 : structure d'un sulfatide

Les céramides dihexosyle sulfate sont des céramidésactosyle. Un sulfatide avec deux parties
hexose (glucose et galactose) a été isolé a partiein humain. Le groupe sulfate est estérifié@roe
dans les sulfatides, avec le carbone 3 de la pgatactose. La liaison entre le galactose et leqye
est identique au lactosp-1-4). Sa composition en acide gras est similazeli& des sulfatides.

Le lipide sulfaté céramide trihexosyle sulfatet@ dcouvert dans la muqueuse gastrique du porc
(Slomiany, 1974). Le groupe oligosaccharidique @stposé d’'un résidu galactose et de deux
glucoses. Le groupe sulfate est estérifié avecaldone 3 du galactose. Les acides gras sont
faiblement hydroxylés.

Le céramide tétrahexosyle sulfate est un sulfoglghingolipide, avec une chaine
d’'oligosaccharide composée de quatre unités, &t &aractérisé comme le sulfoglycolipide majeur de

l'intestin gréle de souris (Leffler, 1986). Sa fare globale peut étre écrite comme suivant:
"0,;S0-3Galf1-3)GalNAcB1-4)GalB1-4)GlcB1-1)Cer

Les glycosides stéroides sulfatés, glycosides émlstont été décrits chez I'étoile de mer
(Prokof'eva, 2003). La caractéristique chimiqueplas inhabituelle est la liaison & un composé

diglycoside, avec une fraction glycoside xylopyrsyie et une autre méthyle xylopyranosyle (fig 5).

)
Hi
UMe On

Figure 5 : structure d'un sulfo-glycoside stéroide.
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5. Les facteurs de nodulation

Un certain nombre de micro-organismes, a la fotaqgenes et symbiotiques, sont capables
d'envahir des plantes hotes et de profiter de oittee écologique particuliére. Ces interactionst so
trées spécifiques et un microbe donné ne peut iefeet se multiplier que dans un nombre limité
d'hétes. La symbios&hizobiurdégumineuse est I'une de ces associations speeficdont la
génétique est bien étudiée pour un certain nomhlaepdrtenaires bactériens (Long, 1989).
Les geneshod de R. meliloti, nécessaires pour la production de signaux émidgsabactéries en
direction de la plante hote cible, déterminentfdition, la nodulation et la spécificité de I'héte.
Notamment les géenes communsnodABC sont impligués dans la  production
par Rmeliloti de facteurs Nod extracellulaires. L'analyse chimigle ces facteurs extracellulaires
sécrétés par les bactériBhizobiuma révélé que ces composés sont constitués de @agnde
G1cNAc liées en Bl,4, qui sont N-acylés a l'extrémité non réductriee N-acetylatés
sur les autres résidus (Lerouge, 1990 ; Roche, -1R9Etonnamment, les lipo-oligosaccharides
sécrétés paR. melilotisont uniques en étaf-sulfatés sur la position 6-OH de la partie terdgna
réductrice G1cNAc (Roche, 1991-2)a structure du signal principal, appelé NodRm-1gta
démontrée comme étant un tétramere sulfaté et deyigucosaminep-GIlcN(2,9-hexadecadienoyle)-
(1-4)B-GlcNAc-(1-4)B-GlcNAc-(1-4)-GIcNAc-6-SO3H (fig 6). Un second sajn appelé Ac-

NodRm-1, dérivé acétylé de Nod-Rm-1, a été idenéfjalement.

R ,0S04H
CHg CHLOH CH4OH CHz
[s)
HO o o ()
NH MNH NH oH
HO NH H HO | HO'

co éo co &'0
]
CH CHy CHy CHy

CH
$H R=H : NodRm-1
{i::}’ H=E::: Ac-NodRm-1

Figure 6 : Structures de NodRm-1 et Ac-NodRm-1(Rod®91)

6. Le HNK1

Dans le systéme nerveux, différents types de esllgk reconnaissent et interagissent entre
elles pour former un réseau précis de neuronescoAts de ces processus, les glycannes exprimés sur
les protéines occasionnent la diversité structidds protéines de transport, entrainant une tégula
de la reconnaissance, de l'interaction et de laatm des cellules. Parmi ces glycannes, le glyean
HNK-1 (human natural killer-1) est lI'un des glyquitépes le plus caractéristique dans le systéme
nerveux (Schachner, 1995). Le glycanne HNK-1 e&sqmt sur certaines glycoprotéines et certains
glycolipides biologiqguement actifs dans le systémmunitaire et dans le systéme nerveux, ou il est

impligué dans de nhombreux processus importants.
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L'anticorps monoclonal désigné HNK-1 reconnait urigene (110 kDa) de lymphocyte
humain présent sur approximativement 20% des esllaiononuclées du sang périphérique chez
I'adulte. Cet anticorps HNK-1 définit Ie*lantigéne spécifique exprimé uniquement sur lelsilesl
NK et K humaines. Initialement développé pour étitssé comme un outil de recherche de leucocyte,
les recherches ont révélées également un potelgiebconnaissance de cet anticorps de plusieurs
cellules nerveuses, gliales, neuro-ectodermaleseero-endocriniennes reconnues comme étant
impliguées dans les interactions cellules-cellulémnticorps monoclonal HNK-1 reconnait un épitope
sucre spécifique commun a plusieurs molécules é'sidh des cellules nerveuses de la super famille
des immunoglobulines (Schmitz, 1994), qui comprenthes glycoprotéines transmembranaires (N-
CAM, L1, Ng-CAM, Nr-CAM, TAG-1, F11/13, glycoprotées associé€es a la myéline, MAG, OMgP,
SAG, MOG, PMP-22) et les protéines de la matricdéraeellulaire (J1, Intégrines, cellulles
épendymaires). Ainsi c’est donc bien I'épitope HNIKgui est considéré comme marqueur de ces
molécules d’'adhésion des cellules et semble im@ligans de nombreux processus du systeme
nerveux central et périphérique.

Dans le cas des glycolipides, il a été conclu ¢&gitbpe HNK-1 est I'épitope reconnu par
I'anticorps HNK-1.

Les structures completes de certains glycolipidetapt I'épitope HNK-1 ont été caractérisées.
Dans les nerfs périphériques humains, ces glycdpi  sont les 3-
sulfoglucuronylneolactotetraosylceramide et 3-gyllfouronylneolactohexaosylceramide (Chou,
1996).

L’épitope HNK-1 contient au final un acide glucuigure 3 sulfaté, mais le corps principal de
type néolactosyle semble aussi essentiel (Scha®@4). La structure compléte d’'une glycoprotéine
portant I'épitope HNK-1, issue d'une glycoprotéide la myéline périphérigue bovine PO, est
caractérisée pour la®1fois (Voshol, 1996). En comparant cette structareelle des glycolipides,
I'épitope HNK-1 est finalement caractérisé comm8@-3GIcAB(1-3)GaP(1-4)GIcNAP- (fig 7)

,yGchElﬁGalMGlcNAc—

ol

Figure 7 : structure de I'épitope oligosaccharigitiNK-1.
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7. Les 6-sulfo sialyl Lewis x

Les leucocytes surveillent le corps de l'infecten recirculant en continu entre le sang, les
tissus, et les ganglions lymphatiques. Dans lesigidymphatiques, les veinules a endothélium haut
(VEHSs) sont les voies d’entrée de la plupart ddiiles lymphocytaires B et T dans le ganglion
lymphatique (par le mécanisme Homingdes lymphocytes). Pendant le processus de reafi@ol
des lymphocytes normaux, la L-sélectine exprimé&desulymphocytes interagit avec un ensemble de
ligands glycoprotéiques sulfatés exprimés sur khiles endothéliales du VEH. Cette interaction
conduit a un roulement des lymphocytes, qui carestila premiere étape dans la cascade de
recrutement qui aboutit a la migration des lymphesydans le tissu sous-jacent (Butcher, 1996). Les
cellules endothéliales haute (CEH) du VEH dansolggnes lymphoides qui se développent sur les
sites de l'inflammation chronique sont connues depugtemps pour intégrer de grandes quantités de
[*°S] sulfate dans plusieurs espéces (Girard, 1995 ¥signification fonctionnelle de cette sulfatation
n'a pas été comprise jusqu'a ce que les ligands desélectine aient été élucidés. A ce jour, quatr
ligands glycoprotéiques HEV-associés pour la Let#le ont été identifiés au niveau moléculaire :
GlyCAM-1, CD34, MAdCAM-1 et la podocalyxine. Il ebten établi que la reconnaissance optimale
de ces ligands par le domaine lectine de type (@& dlesélectine exige de la sialylation (Imai, 1991)
de la fucosylation (Maly, 1996), et de la sulfaiat{lmai, 1993). La sialylation et surtout la stdfgon
ont été décrites comme essentielles aux fonctidésale ces ligands (Hemmerich 2, 1994).

Une analyse détaillée du motif GlyCAM-1 (moléculadhésion cellulaire glycosylée-1), dont
I'expression tissulaire est restreinte, spécifigertmassociée aux HEV, a permis de détecter deux
monosaccharides sulfatés spécifiques: la N-acésylfate (GIcNAc-6-sulfate) et le galactose-6-
sulfate (Gal-6-sulfate), qui étaient présents eantjtés égales (Hemmerich, 1994-1; Hemmerich,
1994-3). Ces modifications du sulfate se trouvesgpectivement, dans les deux structures sur & bas

du sialyl Lewis x (SLex): le 6-sulfo sialyl L.et le 6'-sulfo sialyl Le(fig 8).

+ Fuc + Fuc
al al
d |
3 3
Siaa2 — 3Galpl — 4GlecNAcpl Siaa2 — 3Galpl — 4GlecNAcg1
6 6
SOy l SO; l
6 6

Siaa — 3Galfl — 3GalNAc-OH Siao2 — 3Galf1 — 8GalNAc-OH

Figure 8 : structures du 6-sulfo sialyl Lewis xg@uche), sulfaté en position 6 du galactose, &-du
sulfo sialyl Lewis x (& droite), sulfaté en positi6 du N-acétylglucosamine. Ce sont les deux ég#top

primaires majeurs de reconnaissance du ligand G4 la L-sélectine (Hemmerich, 1994)
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La plus simple des chaines de GlyCAM-1 se compesg-dulfo sialyl L& et de 6-sulfo sialyl
Le* qui s'étendent a partir d'un trisaccharide internennu sous le nom de base 2
(Gall,3[GIcNAc1,6]GalNAc) (fig x). Des structuresup complexes avec une taille de chaine plus
importante et plusieurs esters sulfates constitleennajorité des chaines et doivent encore étre
analysés en détail. Des anticorps anti-6’-sulfoxSée lient aux ligands exprimés sur la VEH, inhitban

ainsi la liaison aux L-sélectines.

3. Les rbles biologigues des glycannes sulfatés
1. ROle de I'hnormone lutéinisante

L'un des premiers systemes biologiques dans lesdgelglycannes sulfatés ont été présentés
jouant un réle crucial a été la participation erdinone lutéinisante (LH). LH est essentielle plaur
régulation de nombreux processus physiologiquediqogs dans la reproduction, la maturation
folliculaire, Il'ovulation, et la sécrétion d'cesicdd et de progestérone. LH est
synthétisée par les gonadotrophines du lobe aotél I'hypophyse et est stockée dans des granules
de sécrétion avant la libération dans la circuhatganguine sous stimulation par I'hormone de
relargage des gonadotrophines (Pierce, 1981). htwoe est alors sécrétée par I'hypophyse dans la
circulation sanguine, et exerce son effet physiglag en se liant et en stimulant des récepteursl a
dans l'ovaire.

Un aspect unique de la biologie de LH est son ajigrapulsatile dans la circulation sanguine.
L'élévation et la chute épisodiques des taux desoiAt nécessaires a I'expression de sa bioactivité
(Evans, 1992). Le récepteur a LH est un récepteomplé a la protéine-G qui active
I'adénylcyclase lors de la liaison de la LH. Comad'eutres membres de cette famille de récepteurs, le
récepteur a LH est désensibilisé par la liaisoligiind. L'ascension et la chute des taux de LH tkans
circulation peuvent donc étre cruciales pour lertian de la stimulation maximale des récepteuss a |
LH dans l'ovaire, car la diminution du taux de Lbihd la circulation entre les impulsions permet un
remplacement des récepteurs désensibilisés parebagcepteurs inoccupés préts pour un autre cycle
de stimulation.

La base de I'élimination rapide de la LH de la ciation n'a pas été comprise avant
I'élucidation du réle joué par son motif oligosaadtique N-lié (Baenzinger, 1992). La LH porte un
motif oligosaccharide unique N-lié se terminant gar séquence S@GalNAc@B1,4)GIcNAc
(Stockell-Hartree, 1992). L'influence de cette sfmpe terminale oligosaccharidique N-liée sur la
demi-vie circulatoire de la LH est liée a l'aspectique sulfaté eff1,4 du GalNAc de ce maotif,
contrairement a la grande majorité des glycopretemypophysaires qui portent des oligosaccharides

N-liés sialylés.
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2. ROle des glycosaminoglycannes

Selon leur localisation, les GAGs sont impliguéssdde nombreux processus biologiques. Les
GAGs possedent un grand nombre de sites de gidfatpossibles. Ces sulfatations sont hétérogenes
et sont aussi a 'origine de leurs propriétés lgmoes (Schaefer, 2009)

Associés aux PGs, les GAGs se trouvent de fagaquitdire au sein de I'organisme, aussi bien a
la surface des cellules, dans la matrice extrde@éu ou encore a lintérieur des cellules
(principalement dans les granules de sécrétiolssoht synthétisés par tous types de cellulessiAin
ils sont impliqués dans la prolifération ou I'adiod@scellulaire ou encore dans la différenciatioriaet
morphogénese des tissus. On retrouve majoritairede=nPG a motif DS dans les fibres de collagéne
(Parry, 1982), KS dans la cornée et le cartilagesn@@Erburgh, 2002), HS dans le systéme cardio-
vasculaire et dans le systéme nerveux centralpfet s PG a motifs CS (CSPG), majoritairement
représentés dans les cartilages et dans le systemeux. Un récapitulatif des structures, des

localisations et des implications biologiques dffgints GAGs est montré dans le tableau 2.

GAGs | Localisation Implications biologiques
S
Sulfate de Chondroitine Cartilage, os, derme, paludisme, rhumatologie, croissance
(CS) cornée, paroi artérielle neuronale
Sulfate de Dermatane derme, ligament, cartilags coagulation, thrombose
(DS)
Glucosaminoglycannes
Héparine foie, poumon, aorte coagulation, thrombose
Sulfate d’'Héparane Foie, poumon, aorte facteur de croissance,
(HS) reconnaissance cellulaire
Acide cartilage, derme Cosmeétologie (hydratation),
Hyaluronique angiogénése, rhumatologie
(AH)
Sulfate de Kératane (KS) | cartilage, cornée | Inconnue

Tableau 2 : Structures, localisations et fonctides glycosaminoglycannes

La fonction physiologique la mieux connue des gbaainoglycannes est I'effet anticoagulant de
I'héparine sécrétée par les mastocytes, et deatép sulfate présent a la surface des vaisseasx. L
facteurs de croissance de la famille des FGF (Biagd Growth Factors), ainsi que plusieurs autres
facteurs de croissance, se lient avec aviditéépditane sulfate de la matrice extracellulaire.dldes
preuves que cette liaison piége et concentre tésues de croissance a la surface de la celluta) ke

trouvent les récepteurs adéquats.

Des récepteurs a CSA (4-sulfate) seraient impligiaés le paludisme. Dans le cartilage du genou,
80% des GAGs sont des CS et leur destruction coadiis cas d’arthrose grave. Les CSPG sont les
GAGs les plus abondants dans la MEC du systemewmementral (Purushothaman, 2007) et se lient

a d’autres molécules comme la laminine, la fibrdineg la tenascine, I'acide hyaluronique ou le
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collagene (Galtrey, 2007). Ces interactions dictemganisation de la matrice du systéme nerveux
central. Chez I'adulte, des travaux ont permis é¢tne en évidence un réle des CSPG dans le contréle
de la plasticité matricielle en jouant des roleasdee maintien de I'architecture tissulaire et dns
maturation des synapses des motoneurones (Rhaai®$). 2Au cours du développement, les CSPG

agissent comme des molécules de guidage des ai@mas, 1990).

Les HSPG se lient a des facteurs de croissances ardtéines morphogenes, des composants de
la MEC, des molécules d’adhésion cellulaire, oweades facteurs de guidage des axones et a un role
certain dans l'architecture des tissus (Van Vacf006). Présentes a de nombreux stades du
développement, des anomalies de la synthése de& HBRt donc provoquer des anomalies de
morphogénese, qui peuvent étre a l'origine de plaki maladies. Notamment les HSPG sont
impligués dans certaines maladies neurodégéné&atiemformationnelles. L'agrégation deo-I'
synucléine sous forme de fibrilles, qui pourraieé&in élément a I'origine de la maladie de Parkinso
est influencée par des interactions a l'agrin, wtgoglycanne a motif HS présent dans le systéme
nerveux central (Li, 2001). Le perlecan est le B3® plus abondant dans les Iésions cérébrales liée

a la maladie d’Alzheimer (Snow, 1989).

Les chaines de KS ont récemment été décrites daterVveau, dans une configuration particuliere
appelée KS-1ll (Funderburgh, 2002). Dans cet orghe®eKS sont connus pour étre des inhibiteurs de
la croissance des axones (Jones, 2002). Au coursliédeloppement, leur localisation spatio-
temporelle est donc réduite & des zones ou lasemig axonale est faible. Par exemple, au cours du
développement du rat, les KS sont présents auunigedube neural a partir de 12,5 jours pendant 24
heures maximum. C’est le laps de temps pendanelées neurones accroissent leurs axones (Snow,
1990). Chez l'adulte, ils sont présents au seitaduaicroglie, et sont impliqués dans la répons@a u

traumatisme.

D’aprés Habuchi et al (2004) il semble que la satfan des GAGs soit un élément clef de la
régulation d’un certain nombre de processus phygiques, développementaux et pathologiques. Les
auteurs proposent méme l'existence d’'un « codeulfigtation » nécessitant une régulation fine et une
répartition précise des groupements sulfate le beg chaines de GAG. D’autres travaux apportent
des éléments en faveur de l'existence de ce codsulfiatation (Ben-Zaken, 2003). En effet, ils
mettent en évidence des profils de sulfatationiqditrs au sein des chaines d’HS nécessairesra leu
interaction avec la protéine prion, par l'intermadh de régions hyper sulfatées, encadrées par des
régions moyennement sulfatées, elles-mémes flasqlgeegions non-sulfatées. De plus, ces régions
protégeraient les GAGs vis-a-vis de certaines essyde dégradation, aboutissant & des chaines de
GAGs de longueurs différentes (Ben-Zaken, 2003k &l&rations du code de sulfatation seraient a

I'origine de graves pathologies. En effet un certabmbre d’organismes mutants présentant des
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défauts pour diverses sulfotransférases ont étdufiso lls mettent en évidence un role critiqudale

sulfatation des GAGs dont des altérations condtisenle graves pathologies ou problémes de
développement (tab 3). Par exemple, des phénos@eses ont été observés chez la souris dont la
sulfatation des héparanes en position 2 du résidNA& ne se fait pas : ces souris présentent une

agénésie totale des reins (Bullock, 1998).

GAGs Espice Enzyme ou géne Activité Phénoty
impliqués spe touché(e) enzymatique ype
NDST-1I N-déacétylation et Létal a la naissance, atélectasie
) N-sulfatation de pulmonaire, cyanose
GlcNAc
N-déacétylation et Déficience dans la synthése de
NDST-2 N-sulfatation de I"héparine dans les cellules
GlcNAe mastocytaires
Chnvemivg e Létal i la naissance, agénésie
5 C5-épimerase VORI i rénale, malformations
Souris GlcA en IdoA dans i
les HS pulmonaires
HS2ST 2-0 sulfatation de Létal 4 la naissance, agénésie
& la glucosamine des rénale
HS
3.0 sulfatation: de Létal post-natal, retard de
HS3ST-1 !" UIL;coq'lmine aa croissance in utero,
S i—;S . coagulation normale
o Létal au niveau embryonnaire :
HS Rk HSsapolymsmm: défaut de la gastrulation
Sulfateless N:?:S;;Tii?g:g:t Segmentation anormale
Drosophile GleNAc
Tout velu HS copolymérase Segmentation anormale
Défaut de la gastrulation : les
Rib-2 HS copolymérase génes i effets maternel ont une
action Etale
Hse.5 Conversion de Mauvais développement des
o GlcA en IdoA dans axones
les HS
C. elegans ) )
Hst2 2-0 sulfatation de Mauvais développement des
i la glucosamine des axones
HS
6-0 sulfatation de I
Hst-6 la glucosamine des Manvaie dcjw.lop!xmentdes
HS axones
Souris C6ST 6-0 sulfatation de Réduction de la quantité de
GalNAc des CS lymphocytes T dans la rate
CS
C elegans S5 Chondroitine Détaut de morphogénese
ey synthase vulvaire et de cytokinésie

Tableau 3 : Organismes mutants qui présententéfastd dans la biosynthése ou la sulfatation des

GAGs (Habuchi2004).
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3. ROle des sulfoglycolipides

Dans les testicules et le cerveau, les sulfoglyaggblipides se composent d’'un mélange de
alkylacyle (séminolipides) et de diacyleglycérolesCcomposés pourraient étre associés dans le
systeme nerveux avec le processus de myélinis@@imminger, 1977). Des preuves ont été fournies

gue les séminolipides sont essentiels a une spegera@se normale chez les souris (Fujimoto, 2000).

Les sulfatides sont des constituants majeurs getes du cerveau alors qu’on les trouve a
I'état de traces dans d'autres tissus. Curieuseiesrdulfatides sont présents dans les tissusanti
trés actifs dans le transport de sodium (glandgs,eranchies). Les sulfatides se trouvent awsss d
les reins et la rétine. Il s'agit de glycosphingioleés essentiels dans le sang périphérique aimslequ
systéme nerveux central, constituant 4-6% en mol®tdl des lipides de la myéline du cerveau adulte
Les sulfatides modulent divers processus biologiqammme la régulation de la croissance cellulaire,
le trafic des protéines, la transduction du sighatihésion cellulaire, la plasticité neuronaleleet
morphogenese (Ishizuka 1997). La sulfotransférasesdlIfatides est tres active pendant le processus
de myélinisation, mais le turnover du groupe salfest extrémement lent. Des expériences sur des
souris dépourvues de sulfotransférase ont démaqiee les sulfatides sont nécessaires pour la
myélinisation et la dégénérescence neuronale damsélvention, des anomalies dans les jonctions
paranodales (Honke, 2002), et dans l'entretiencdaaux ioniques (Ishibashi, 2002). L'analyse des
tissus du cerveau humain démontre qu'une diminuti@mquée de sulfatides est associée a la
pathologie de la maladie d'Alzheimer méme chezslgsts atteints de démence trés douce, ces
changements peuvent étre liés a des événemenisteviennent tét dans le processus pathologique
(Han, 2002). Dans les autres tissus, les sulfasdesont avérés étre environ trois fois plus camésn
dans les reins des mammiféres marins que dansdeel@urs proches parents terrestres (Nagai, 2008).
Ces différences laissent supposer que ces commusédss peuvent contribuer au maintien de

I'équilibre osmotique de leurs fluides corporelstos I'eau de mer.

4. Role des facteurs de nodulation

Les bactéries fixatrices d'azote du sol du geRhézobiumont la capacité d'établir une
association symbiotique avec la cosse de plantesneola luzerne, la vesce, le pois, et les lentilles
Dans cette interaction, les bactéries provoqueet ¢h plante le développement d’un nouvel organe,
le noceud de nodulation, dans lequel le micro-orgamiséside et réduit I'azote atmosphérique en
ammonium. Cette association symbiotique est tré&igue: une souche donnée Bdizobium

suscite la nodulation d’'une seule plante hote.
Dans le cas d&. melilotj cette sélectivité d'accueil est déterminée paralzacité de cette

souche de bactéries fixatrices d'azote de synénétis lipo-oligosaccharide spécifique sulfaté. La

plante hbte possede la totalité du programme gpretpour I'organogenese nodulaire; le réle du
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symbiote est de commuter sur ce programme. Le psasede nodulation nécessite donc des

contributions & la fois des génes des bactérids Bhote.

Certains des genes bactériens impliqués dans ceegsas sont structurellement et
fonctionnellement conservés dans toutes les espdtesbiumindépendamment de la spécificité de
I'néte. Ces génes sont connus sous le nom gertbest inclus les génasodABC(Ehrhardt, 1995). En
outre, il y a des génewsd spécifiqgues de I'espéce qui déterminent la spééifou la gamme d'héte
d'une souche particuliere dehizobium Il s'agit notamment des génesdH chezR. melilotj qui
induisent normalement la formation de nodules dkizarne, mais pas dans d'autres légumineuses
hétes comme le soja et la vesce (Schultze, 199bkftet, ces genesod bactériens spécifiques des
espéces dirigent la synthese de facteurs extriaiedlsl sécrétés. Lorsqu'ils sont purifiés, ils ne
suscitent des réactions physiologiques associteradulation que chez la luzerne, pas dans vasce o
le pois. Ceci indique que ces facteurs sécrétéstitoent la base de la spécificité de I'hbte des
souches deRhizobium En méme temps qu’ils perdent leur capacité a ywreddes lipo-
oligosaccharides sulfatés, des mutants sont égaténtapables de susciter des formations de nodules
chez I'héte normal (Roche, 1991). Toutefois, ilguagrent la capacité d'induire la nodulation chez u
autre hoéte. Ainsi, il existe une corrélation frapigaentre la production de facteurs Nod sulfatéz Bn

meliloti et la spécificité de l'infection et la hodulatide I'héte.

5. ROle du HNK-1

L'épitope HNK-1 est présent dans tout le regne ahif©hez 'homme adulte, les anticorps
HNK-1 réagissent avec des sous-ensembles de lymsogranuleux du sang périphérique et des
ganglions lymphatiques (Abo, 1981). Tout comme deszautres mammiferes, I'épitope HNK-1 est
grandement distribué dans le systeme nerveux, mo¢gn au niveau de la gaine de myéline
(McGarry, 1983). Dans le systeme nerveux centralstilocalisé a la surface de nhombreuses cellules
gliales, a la surface des oligodendrocytes, a ittasel luminale des cellules épendymaires et sur des
cellules périneurales. La plupart des cellules egses n’expriment pas cet antigéne (Gebhart, 1983).
En addition, [Il'anticorps HNK-1 reconnait plusieursellules neuroectodermique et
neuroendocriniennes, comme celles trouvées darnzateréas, l'intestin, la moelle surrénale et
I'hypophyse antérieure.

Dans le cerveau de rat plusieurs molécules ormhétérées portant I'épitope HNK-1 en divers
endroits et a différents temps selon un programéweldppemental strict (Chou, 1991 ; Nordlander,
1993). L'épitope HNK-1 est spatialement et temderaént limité aux processus développementaux
spécifiques, et est donc suspecté d’avoir une ifmmattégrale dans ces processus.

La plupart des études concernant la fonction@gtbpe HNK-1 sont effectués sur le systeme

nerveux (Schachner, 1995). L’épitope HNK-1 est wisgant ligand qui augmente I'adhésion des
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cellules nerveuses a la laminine de la matriceaegtlulaire (Hall, 1993), il est impliqué également
dans l'adhésion astrocytes-neurones et astrocgtescgites (Keilhauer, 1985). L'épitope HNK-1
participerait a la sélection des substrats dédslesInerveuses et gliales (Vogel 1993).

La mise au point fine des interactions cellulaies de la régénération nerveuse et lors du
développement ontogénétique, en ce qui concerngliection des cibles spécifigues du réseau
neuronal en régénération est un point importanhel’'végénération réussie. Le réglage fin des
interactions entre les cellules est contrélé ertippgrar le glycane HNK-1 qui est sélectivement
exprimé par les cellules de Schwann myéliniséessqot associées a des axones moteurs, mais pas
par celles qui sont associées avec les axonesrggagMartini, 1992). La croissance des neurites d
neurones moteuis vitro est renforcée en présence d'un substrat unifouineogtient le HNK-1 dans
la forme glycolipidique, alors que la croissance deurites de neurones sensoriels n'est pas &ffecté
Cette expression trés spécifique de HNK-1 est upedisposition prévoyante» pour la réinnervation
spécifigue des axones moteurs des cibles initidéss,muscles et contribue a la guidance de la
régénération des axones apres une lésion desnmetdsirs.

HNK-1 est porté par plusieurs molécules de recissaace neuronales dans le cerveau de
souris adulte, y compris par L1, MAG, par les malés d'adhérence cellulaire des cellules nerveuses
(NCAM), et les tenascines. HNK-1 est détectablesdarmyéline compacte, dans la lame basale et a
la surface cellulaire des cellules de Schwannsore les sites que les axones moteur suivent éota d
repousse apres des lésions nerveuses périphérfgies 1994).

L’épitope HNK-1 est lié & la consolidation de lamadre chez les poissons. Des anticorps
contre I'épitope HNK-1 et contre des épendymes @lypeoprotéine sécrétée qui porte I'épitope HNK-
1) injectés intraventriculairement, causent uneimition de la consolidation de la mémoire (Schmidt,
1998).

L’épitope HNK-1 est vital pour la migration des lo&#s de la créte neurale fétale chez de
nombreuses especes (Bronner-fraser, 1987). liréguémment utilisé comme un marqueur de ces

cellules durant le développement embryonnaire (Beoifraser 1986).

Chez I'Homme, Il'application d'un peptide mimique glycanne HNK-1 sur un nerf fémoral
blessé améliore préférentiellement la réinnervadies nerfs moteurs (Simova, 2006).

En outre, son expression est corrélée positiveideattains types de cancer comme le cancer
du rein et des mélanomes (Cassano, 2008 ; All@@5R

Enfin, les neuropathies auto-immunes peuventa@seciées a la présence d'anticorps HNK-1
(Baumann, 2000).

Toutes les fonctions de I'épitope HNK-1 ne sont passtructives. Il a été prouvé gqu’il avait
un rble dans le processus d'attachement initialcgteamégavirus (Ogawa-goto, 1998). Il a été reporté
gu’un anticorps monoclonal de I'épitope HNK-1 petrde réduire de 20-25% la remyélinisation chez

des souris infectées par le virus avec de nombsescdéroses (Asakura, 1998).
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6. ROle du 6’sulfo sialyl Lewis x.

A partir d'études de deux anticorps monoclonauxCME9 et G72, le déterminant 6’sulfo
sialyl Lewis x (Su-SL&) a été décrit comme le ligand le plus importantrpa L-sélectine sur des
veinules a endothélium épais de ganglions lymphatigpériphériques humains (Hemmerich 1, 1994),
permettant ainsi I'extravasion des lymphocytes darissu sous-jacent lors d’'inflammation chronique
ou aigue. Lors de I'étude de sa distribution dasstissus de cancer colorectaux chez 'homme st dan
des cultures de cellules du cancer du coélon, leeroéhant 6'sulfo sialyl Lewis X a été
préférentiellement exprimé dans I'épithélium cotpré bénin plutdt que dans les cellules cancéreuses
(Izawa, 2000). Les sialyl Lewis x conventionnelsitsau contraire préférentiellement exprimés dans
les tissus cancéreux plutét que dans les épithélipémins, indiquant que la sulfatation en C-6 de la
position GIcNAc est renforcée dans les tissus nating et est supprimée lors de la transformation en
cellules malignes dans le cancer du cblon. Cedtaésumontrent également que les déterminants 6-
sulfatés ont tendance a étre plus préférentiellertoaalisés dans les épithéliums bénins que les
déterminants 3'-sulfatés. La signification phys@tpie du 6-sulfo sialyl Cedans les tissus coloniques
n'est pas définie. Il est proposé que le détermintassique sialyl Leexprimé dans les cellules
cancéreuses du colon joue un réle important dansétastases hématogenes par le biais de la liaison
aux E-sélectines sur les vaisseaux sanguins. lerndiéiant 6’-sulfo sialyl L& exprimé faiblement
dans les cellules cancéreuses pourrait égalemeet jo rdle dans I'adhésion. Une fonction possible
proposée des déterminants glucidiques sulfatés kgpithélium normal est I'absorption de micro-
organismes pathogenes tels que les virus ou les térhes; et ce

pourrait étre une fonction physiologique du 6-susifalyl L& exprimé sur I'épithélium bénin du c6lon.

Récemment, une étude réalisée sur le virus Influete type A a permis de démontrer que
plusieurs lignées indépendantes du virus de lgpgrige la volaille difféerent de leurs précurseunszch
les oiseaux aquatiques par un renforcement daisofi au 6’-sulfo sialyl Lewis X (Gambaryan, 2008).
De plus, cette spécificité de liaison est accompagrar la capacité du virus a se fixer au récepteur
type humain 6'SLN. L'adaptation au récepteur deSkBu- chez les volailles terrestres pourrait
renforcer le potentiel d'un virus aviaire a sedraettre a ’'homme et & propager la pandémie.

Dans une autre étude, il a été montré que le @iyl Lewis X joue un rble essentiel dans
la pathogenése de la gastrite chronique activeares th protection de la muqueuse gastrique contre
Helicobacter pylori Le développement de nouvelles thérapies a baggudales ou la prévention

contre l'infection déH. pylori peuvent étre envisagés.
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1. L es sulfotransférases

La sulfatation est une modification essentielle gestéines, des glucides et des lipides qui
contrble de nombreux processus biologiques. Cheamémaux, la sulfatation est catalysée par une
myriade de sulfotransférases qui transférent l&atsukur une grande variété de biomolécules. Les
molécules sulfatées participent & de tres nombmaxessus cellulaires comme I'embryogenese,
l'inflammation, les voies de signalisation, la agagon du sang, le développement du cerveau, le
trafic des leucocytes et le métabolisme des médingsnainsi que lors des états physiopathologiques
comme le cancer et des pathogénies bactériennes.

La sulfatation décrite pour la premiéere fois pauBann en 1876, a été depuis signalée comme
étant une voie importante de la biotransformatienndmbreux xéno- et endobiotiques tels que les
médicaments, les produits chimiques cancérogenes, hormones, les acides biliaires, les
neurotransmetteurs, les peptides et les lipidesddmneur universel de sulfate utilisé lors de ces
réactions est le 3'-phosphoadénosine 5’-phosphatsu(PAPS), et le transfert de sulfate {3@ers
un groupe hydroxyle ou amino- est catalysé parsuper famille de génes d'enzymes appelées les
sulfotransférases STs (CE 2.8.2.-). Cette réacionyent appelée transfert de sulfuryle, sulfatatio
ou sulfonation, est une caractéristique largembsévée depuis le monde bactérien jusqu’a 'Homme.

L'importance du PAPS dans la régulation de la gilfsn a été savamment examiné (Klaassen,
1997; Schwartz, 2005). En général, le mécanismgnestzque global requiert I'accepteur sulfate
(ROH) et le donneur (PAPS) pour se lier a une salfisférase, qui aboutit a la formation du produit
sulfaté et du 3'-phosphoadénosine-5’-phosphate [PRAEs STs sont capables de sulfater une large
gamme de substrats, car ces enzymes existent sausiltples formes et que les sites de liaison de
certaines isoformes sont malléables, permettargnayime d'adopter différentes architectures. Une
étude des différentes STs a été réalisée ici entibonde leur origine, de leur famille, de leur

spécificité de substrat et de leur mode d’action.

1. Les sulfotransférases eucaryotes
Depuis les années 80, pres d'une centaine de ®leatyotes ont été clonées. Des études,

réalisées a partir de leurs séquences d’acideganvnt démontré qu’il existait deux classes distin

de STs eucaryotes, présentant tres peu d’homodotie elles dans la séquence d’acide aminé, mais
appartenant pourtant toutes les deux a la mémelldardienzyme. Ces deux classes de
sulfotransférases sont: (1) les sulfotransféragesaliques (appelé SULT) qui sulfatent les molésul

de petite taille et qui sont responsables du métmhe des xénobiotiques et des petits substrats
endogénes comme les hormones, les amines, lesidst®roles acides biliaires, et les

neurotransmetteurs. (2) les sulfotransférases i@es0@ la membrane (également appelé Golgi-

40



résident) qui se trouvent dans I'appareil de Gdlgila cellule et qui sont responsables de |a tsuida

de gros substrats dans la voie de sécrétion, cotameeptides, les protéines, les lipides et les
glycosaminoglycanes, affectant a la fois de leumsactéristiques structurelles et fonctionnelles
(Falany, 1997; Negishi, 2001.)

Un nouvel élan concernant I'étude structurale dearezymes a été realisé en 1997 par Nose et
Lipmann (Nose, 1997). L’EST de souris (mEST), clax@ avec la forme inactive du donneur sulfate
3’-phosphoadénosine-5’-phosphate (PAP) est devienpeemiére structure cristalline aux rayons X
résolue pour la famille des STs. Cette structureé#lé que le site de liaison au PAPS est
profondément enfoui dans la poche hydrophobiqud’aeteyme. Par la suite, d’autres structures

cristallines de STs cytosoliques et membranairégténréalisées.

Les STs sont des protéines globulaires composérs sd¢ul domainew/pf avec un feuille3
caractéristique a cinq brins. Le feuilleteonstitue le site de liaison au PAPS et le coeusith
catalytique, les deux étant conservés dans lesc@dsoliques ou membranaires (Kakuta, 1999). Les
études de ces STs, en complexe avec le PAPS ousawedérivé non sulfaté PAP, révelent une
conservation du site de liaison du cofacteur swggéque toutes les STs eucaryotes ont des
mécanismes catalytiques d’action similaires. Legdtés d’acides aminés impliqués dans l'interaction
avec les groupes 5’phosphosulfate ou 3'-phosphatAPS ont été identifiés (fig 9).
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L
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Figure 9 : comparaison des séquences d’'acide ateméulfotransférases. (Kakuta, 1999)
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Ces études révelent qu'un résidu arginine ou lysstepartagé par toutes les STs dans le site de
liaison au 5’-phosphosulfate (5’-PSB) et qu’'un désarginine est partagé par toutes les STs dans le
motif de liaison au 3'-phosphate (3'-PB). De plug,résidu sérine entierement conservé de la boucle
du 3'-PB crée un lien hydrogene avec le groupedwyde du 3'-phosphate. Les structures cristallines

des rayons X ont ouvert une nouvelle ére pourd&ties sulfotransférases.

En contraste avec la bonne conservation du sii@iden au PAPS et du domaine catalytique dans
toutes les STs eucaryotes, le site de liaison &gt est totalement différent chez les enzymes
membranaires et cytosoliques.

Le site de liaison d’'une ST membranaire présent fente grande ouverte avec une surface
hydrophile, alors que le site de liaison du substeas les STs cytosoliques est une profonde poche
hydrophobe. Ces différences structurelles sont atitips avec la liaison de substrats chimiques et
structuraux unigues de ces enzymes. Le site diactalytique de chaque ST peut accueillir divers
substrats, et I'étude des complexes formés pafr lavBc ses substrats permet de mieux comprendre la
spécificité de substrat qu'il existe au sein dé®dintes sulfotransférases.

Une ST donnée catalyse une sulfatation trés speeifil’'un polysaccharide dans notre cas. C'est
pourquoi il est extrémement important de connddrspécificité de substrat des enzymes que I'on
souhaite utiliser car seule une sulfatation spgwifi peut produire la molécule unique désirée,

essentielle pour I'action souhaitée a étudier.

Plusieurs familles de sulfotransférases eucaryotgsété identifiées et définies en fonction de
leurs spécificités de substrats accepteurs etgiidg transfert de sulfate qu’elles catalysent. £es
sont résumées ci-dessous :

« carbohydrate sulfotransférase des glycannes: CHEHST2, CHST3, CHST4, CHSTS5,

CHST6, CHST7, CHST8, CHST9, CHST10, CHST11, CHSTI2ST13, CHST14

« galactose-3-O-sulfotransférase: GAL3ST1, GAL3STAL&ST3, GAL3ST4

« héparane sulfate 2-O-sulfotransférase: HS2ST1,

« héparane sulfate 3-O-sulfotransférase: HS3ST1, M33SHS3ST3Al, HS3ST3A2,

HS3ST3B1, HS3ST3B2, HS3ST4, HS3ST5, HS3ST6

» héparane sulfate 6-O-sulfotransférase: HS6ST1, HZ63S6ST3

» N-déacétylase/N-sulfotransférase: NDST1, NDST2, REIINDST4

» tyrosylproteine sulfotransférase: TPST1, TPST2

« uronyl-2-sulfotransferase: UST

« Estrone sulfotransférase

« Chondroitine 4-sulfotransférase

« Les SULFs humaines: SULT1A1, SULT1A2, SULT1A3, SUlA4, SULT1B1, SULT1C2,

SULT1C3, SULT1C4, SULT1D1P, SULT1E1, SULT2A1, SUIBR SULT4A1, SULT6B1
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1. Les STs cytosoliques eucaryotes ou SULFs

Depuis les années 1980, au moins 47 isoformes dec®bsoliques de mammiféres, une
isoforme d'insecte, et huit enzymes d’origine végt qui représentent neuf familles séparées de
SULFs et 14 sous-familles, ont été clonées et t&aées (Blanchard, 2004). Jusque-la la
nomenclature des SULTs était encore une sourceodfision. Un systéeme de nomenclature des
sulfotransférases cytosoligues de mammiféres aat¢u sur la base de similarité de séquence, des
variants alléliques, et des isoformes (Blanchad@42.

Actuellement, 13 SULTs humaines ont été identifiéésclassées en 4 familles, SULT1,
SULT2, SULT4, et SULT6 (Lindsay, 2008 ; Blancha2®04). Celles-ci peuvent étre divisées ainsi :
SULT1-Al, A2, A3, A4, B1, C2, C4, E1; SULT2-Al etlB(SULT2B1 vl et SULT2B1 v2);
SULT4AL (SULT4AL1 vl et SULT4AL1 v2) (tab x). La fdiei SULT3 a été trouvée uniqguement chez
la souris et le lapin, et sulfate principalemend groupes amino. La structure de la premiére
sulfotransférase végétaldr@bidopsis thalianpa été récemment rapportée (Smith, 2004), révélant
gu'elle est plus semblable aux sulfotransférasemmes SULT1E1 et SULT2A1. Un récapitulatif des

différents sulfotransférases cytosoliques humaiseslonné dans le tableau 4.
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Tableau 4 : ADNc et génes de la superfamille desc§Tosoliques humaines (Gamage, 2006
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2. Les STs membranaires eucaryotes

Les connaissances sur les structures des STs (&eldents sont moins avancées. Ce sont des
protéines membranaires type Il a travée unique; ane courte queue cytoplasmique N-terminale et
un domaine catalytique C-terminal localisé darlshaére du Golgi. Une région de longueur variable,
appelée région de la tige, est située entre laesgutransmembranaire et le domaine catalytiGure.
sait tres peu sur l'organisation des enzymes dansompartiment du Golgi, mais elles sont
susceptibles de former des complexes avec d'armgnes dans la méme voie de biosynthese.

Seulement deux structures d'enzymes Golgi-résidmmisdisponibles et sont toutes les deux
des STs d’héparane sulfate. La structure cristalio domaine de la ST d’héparane sulfate double
fonction N-désacétylase-N-ST (NDST-1) complexé aleedPAP a été la premiére structure ST
d'héparane a étre déterminée (Pikas, 2000). Le iden®T pour cette enzyme Golgi-résident a été
identifié par sa similitude avec les séquencesE®T], ce qui permet la cristallisation d'un fragmen
actif contenant le domaine ST. Plus récemmentrilgtsire cristalline de I'néparane sulfate murine-3
O-ST isoforme-1 (30ST-1) complexé avec le PAP aédélu (O’'Donnell, 2010).

Malgré le peu de connaissance sur les structue$Sds membranaires, leurs activités ont été
grandement étudiées, notamment dans le domaina dé/dobiologie qui nous intéresse. En effet
seule les STs membranaires sont capables de sutfate motifs oligosaccharidiques. Plusieurs
groupes importants de STs membranaires peuventdéttiegués en fonction de la spécificité de
substrat et du type de liaison du groupe sulfap@d@es par ces STs.

Une étude un peu plus détaillée des STs membranamgliquées dans les synthéses de

glycannes sulfatés d’intérét que nous allons étuthias le cadre de l'usine cellulaire, est faite ic

a) GalNAc-4-sulfotransférase

La spécificité de la présence du terminal 4S-GalNAr I'oligosaccharide N-lié de 'hormone
lutéinisante LH est apportée par la N-acétylgakatunyl-4-sulfotransférase (GalNAc-4-
sulfotransférase). Cette enzyme est exprimée dagpophyse et transfere le sulfate depuis le
donneur PAPS a l'extrémité GalNAc liée @i,4. Cette sulfotransférase est spécifique des
oligosaccharides portant le disaccharide terminallMNA®B1,4GIcNAc, et ne reconnait pas les
glycannes se terminant par un Gal (Hooper, 199%).plus, cette transférase ajoute du sulfate
exclusivement sur le 4-OH du terminal GalNAc. LalNBe-4-sulfotransférase possede un Km
apparent de 30 uM pour le disaccharide termindNG&eB1,4GIcNAc (Hooper, 1995).
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b) Les 3-O-sulfotransférases HNK-1ST

L'oligosaccharide HNK-1 exprimé majoritairement dde systéme nerveux est impliqué dans
la migration et I'adhésion cellulaire, ainsi quenslda plasticité synaptique. Le glycanne HNK-1
posséde une structure unigue consistant en uncdhiadde sulfaté (HSEBGICABL-3GaPl-
4GIcNACc-) et est séquentiellement biosynthétiséypmar des deux glucuronyltransférases (GICAT-P ou
GIcAT-S) et une sulfotransférase HNK-1ST. De mani&rélucider les roéles du HNK-1 a un niveau
moléculaire, les chercheurs ont notamment clonésdiotransférases HNK-1ST qui participent a la
formation du HNK-1 sur les molécules d’adhérence dellules nerveuses et les glycolipides. Ces
travaux sont notamment rendus possibles grace a haene connaissance deBl-

3glucuronyltransférases qui forment la structurgicurseur non sulfaté du HNK-1.

La séquence d’acide aminé d’'une sulfotransféras&-#SIT humaine sélectionnée a partir
d’'une banque de cDNA de cerveau de feetus d’humdité adentifiée (Ong, 1998). Cette séquence
contient un ORF prédisant une protéine de 356 wésitihcides aminés et d'un poids de 42206 Da.
(Fig 10).
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P TCTG T T OO A A ACC AT OARGTOAGEAAS T TG OO AGARGRGAAGC AT AT IO TR ACCAA L TCAACCCAACTGCEAAGGAGC TTC CAGAC ARC U AGCTOGTTCAGDOOCTGATC 240
¥ L F L " T™MH4¥ P EVERETLVPETEZEXHTIIPEETLEPTOGEETLU®PD?®®{$LVQPTILV 80
TR ATEEAGC GO TG AR TN T AR AR O AT T AGGGATEA TGO CCTBANGAR IO T TG A AC T CCT S T TCCAACTTTOTCCTOGACTGAATATTTCTCTCTCACARGCACARG 360
¥ M ER L B L I ®R MV CRDODATLTEUNTULSESHTPFV SKFVILDAITIFWOCDEKHEK 120
AT DO T T TGO A GACT A RAG TG G AR A O C AT ARG AR AG TEC TEAT TG TTC TARATGEAGCAT T T T T AT TGAGGAGATCCCUGARAN G TG TOCACCACCRCGAG 480

I L ¥ C QT P KV GNTQWH X VL I VLNGA MAMEFSSTIEETITPEDNVWVDYHTDHE 150

AR A T T T OG G T IO T T T A TEA T AR A AT T AGE AT AT TOA AR R AT A TTCAAG T M T T T AT I AACACA TOCCTTOGAMAGRC TTATTTC TGCATTTANG GO0
ENGLTPRLTGESSTFSEDAKETLGQ QHRERLTEKTTYTFETFFIVRDEPFPFEERLTISAEFE 200

AT AL T T TE T TCAC AR T OO COG T T T EAGOC T TG TACASSC A TG A A T IO T O TOCCATCATCAGA RN TACAGERAGEAACCGEAC AGAGROGOOGHEEATCCAG T TTGARGATTTC l' 20
D K F YV HNGPRTPFETPWSYRHETITITLPOGEGTITIRE?YHRENETETHRTGTIOQQTFETDTF 240

=

EIGOECT AT OGa AT oo AR A AR TG G C T A AT T A G P GG A T A A T A T AT TEGG TGA DG TAT S TAGAGC TC TETEC TOOC TE TGAGATAATETACAGTETGATT g-ll a
‘JKYI;CSP.\'HRWLDLQEGUHIIHWVTYVELC}’LPCETMYSVI 280

GORCACCAC A AT TG CAGGACGAT GO CoA T A AT C T AL A A GACECTGECAT TEACT ACCTEG TR TEATRCOOEAC TATC O TOOGAGCATTACCGTETATAACAGAACCANGOTS 960

GHHETLEDD?\PTILKEAGIDHLVSYPT:PPG:T‘JT!;JRTKV 320

GACCACTATTTCCTGOGCATCAGC AMCGAGACATCOGALGC C TG TA TR0 G T T T GARGGOGAC T TTANC T TTGGE TACCAGARACCAGAC TTTTTGCTAAACTANTGCATARGA 1080
E ¥ ¥ F LGI S KRUDTIU BERTLYARTPFETGCGDTFIELTFGOG?YOQZEK?PDFTILTILHN end 356

[xs Tgtém-m AT A T T T A T T A A O Do T A A A GO TOAN A T TGAG OO T AGAANT GAC OO T IO T ACC ACA SO TOCT T TGASGATGOCCGGGETCTOOCACRGGCCT 1200
GRS TGO T GG A TA TG O A G AR COCARC TG T TAC AR T T AG T T I CGA T TANA T T TGAGGAC OO TGO C AL ADCCCTGCE TGO AT TAGGATGTOGC TGROCTTIGOTCA 1340
OO A AD OO EAA GO A ARG T T TG A T T TG RGO A A SR AGGA AT AT AT A A O T AR BT TCCTTCASG TO TTARGEAAGGGEATEC COCTERDGTTCT 1440
OO T A T e T T T AT COATCAC TOET GG TTHC AGGARCAGC ACCCAGEACTC TGO MG EACRGAGANGCANGGEGEC TGO TERAANTOGCAGAGACTTTTECASCATCA 1560
BATCTaAG GG T AR GO A GO O T AT MGG TGO TR OGACAA T TG TERAGECAARGCA T T T T T T IGACTAT T T TG TTCC TG TAGA METC AGCGATGEOCAGAGGGTG 1680
BTG TE T e T AT T P T C A A AT OO AT OO TG T T AR T TGS IO A TS O T O TE AACC T TG TC TG OCAAGC GOCTATT TCATTC ABC ACRRGACATACGATTTTAGRAS 1800
ETEAGGOOAGEEAGECT T T T T TACE TEAGARGEGEAG TG T T T TGAGGGC CT TARARGGACT ATGECCCAGHAN TEOCCEOCCTOOT TOGGCTTOGMGCTCAGGCTGCTETRGATCCC 1920
B AT A T T TEAC M O T T T TG A A A T AT O T C A C T T T T O T O CACCEAGC T CATOTTOGEEU TGARGACTAGE ARGCSCRAC CTGOCAGCATCACRGR. 2040
AT TO T AT T T AT A A T T TOGN T T T T T A TC T A AR A K GG A TGO CAG RGO CAT TTC TGATCAC A AN CATO U TGGAC CATC TGACTGGARGGTEEETARMC CRAGTTCA 2160
OO G AR AR AR OO A GO AL DA IO ACC A G TGS P IO C TR G AN AR GE TAGEC OIS TGO AGGEC AR GO GO AGC GAC CATTTCAGATACCATOCACABCCAGGRCCG . 2280
CTGAGARC TGS A AT T OO TCEEATGAG TGO CAGT C TRAGCC TECATEG PEOCE OGRS C OO EGEETRGAGHAGGGAGCTAGGC TTE GOTTCARGGOGECC TCTACCTTTTCTC AGRA. 2400
TS TTOCTGAT TG TG T AT G TEAAACT A AN T AAR A TTTATC TG CCARMAAAARAAR ARAN AP ASAAFAMAARA M P NP AR R AR ARADA 2491

Figure 10 : séquences des nucléotides et d'aciohiséa traduits de la HNK-1ST humaine. (Ong,
1998)

45



La protéine a été identifiée comme ayant une tapelde membrane de type Il, et le domaine
transmembranaire (résidus 5-22, en pointillé stiglal0) est flanqué d’acides aminés basiquegeCet
topologie est également retrouvée dans toutegglgsosyltransférases de mammiféres. La séquence
d’'acides aminés des résidus 187 a 195 (séquenddedsaulignée sur la fig 10 et la fig 11) présente
une homologie avec les séquences trouvées dansutess sulfotransférases associées au Golgi
comme la 6-O-sulfotranférase de sulfate de chotideoile pouletdhCho6ST, la sulfotransférase des
galactocéramides humainkuGalCer-S7, la 2-O-sulfotransférase de sulfate d’héparanéataster
(haHep2ST ou la 3-O-sulfotransférase de sulfate d’hépatamaaine (u3-OSY. En particulier, la
séquence RDP (résidus 189 a 191) est totalemesena@e et les acides aminés hydrophobiques sont

partagés par toutes les séquences d’'acides anarees&T's (fig 11).

huHNK-1ST 187-IVRDPFERL-195
raHNK-1ST 187-IVRDPFERL-195
haHep2ST 162-VIRDPIERL-170
chCho6ST 279-LVRDPRAVL-287
huGalCerST 162-VLRDPARLF-170
hu3-0sT 145-ILRDPSERV-153
hu3-0sT 220-LIRDPFPEI-228

Consensus

Figure 11 : comparaison des séquences d'acidegamesulfotransférases (Ong, 1998)

La séquence d’acides aminés de la HNK-1ST du mt (i-dessus) est également reportée et
présente la méme séquence que la HNK-1ST humaimecps résidus 187 a 195. Cette comparaison
permet de déterminer une séquence consensusréseepe un acide aminé hydrophobe et z un acide
aminé quelconque), présente chez la plupart desd8Tk membrane du Golgi. Cette séquence
consensus pourrait étre impliquée dans la liaisonPAPS ou dans la catalyse. Toutefois cette
séquence consensus est differente des séquencasmpes de liaison au PAPS chez les STs
cytosoliqgues (Weinshilboum, 1997). Trois sites dglyxtosylations potentielles ont été identifiés
(marqués par un astérisque sur la fig 10) ainsiumgl’ séquence consensus de signal de
polyadénylation (résidus 2432 a 2437) suivie par gumeue poly(A). Les études montrent qu'il existe
deux régions dans le domaine catalytique qui sartagées par toutes les STs (Kakuta, 1998) : 5'-
PSB et 3'-PB, impliquées dans la liaison au PAPSaftir de mutations réalisées au niveau de ces
deux sites, il a été monté que les résidus™Ar@ra® et Set® sont importants pour la liaison au
donneur PAPS ou pour maintenir la conformation’dezyme active. Les résidus L'¥8et Asp®

seraient plus impliqués dans la liaison a I'acoaptrie dans la liaison au substrat donneur.

La HNK-1ST humaine est plus facilement accessilder pes accepteurs N-glycannes que

pour des O-glycannes dans des glycoprotéines cdasid¢CAM (Ong, 1999) .

Une HNK-1ST chimérique soluble est formée a paftin fragment de protéine encodant la

région du stem et le domaine catalytigue de la HIES- en fusion avec un fragment de protéine
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encodant une séquence d'un peptide signal et leai@mde liaison IgG de la protéine A de
Staphylococcus aureyprotéine de fusion A-HNK-1ST) (Kizuka, 2006). Getirotéine de fusion est
capablein vitro de sulfater des glycoprotéines et des glycolipidesamment un précurseur GR¥
3GaB1-4GIcNAg31-octyl en position du carbone C-3 de la N-acétytisamine pour former un
conjugué sulfo-3GIcpl-3Gapl-4GIcNAPBL-R. Cela démontre que I’ADNc utilisé et étudié est
capable d’encoder la HNK-1ST humaine.

Concernant la distribution dans les tissus, lededudémontrent que cette HNK-1ST humaine
est hautement distribuée dans le cerveau, en tadéiguation avec le fait qu’elle soit responsabléad

formation du glycanne HNK-1 dans les tissus nerveux

En paralléle, une autre équipe a cloné et étudieHMK-1ST issue dRattus norvegicusette
fois (Bakker, 1997). Comme vu précédemment, la eécpi d’'acide aminé de cette HNK-1ST de rat
présente 90.2% d’homologie de séquence avec eellea HNK-1ST humaine, ce qui laisse supposer
gue les deux ADNCc utilisés encodent la méme enzy'dNCc cloné de 2649 paires de base, issu du

cortex cérébral de rat, code pour une protéineséeaBides aminés (fig 12).

GLGTGEGCTRCGGETEGECEGCGETCTTGCACCCCGRAGCTCETACGTACCCAGTTTCCTCLTTCCGBAGTEECTECACTCAGGCACCCAGCGRECCAECEEECARATAGCERCECREARE 120
T TGGGCGGGGCGGEECCTCLCGEELTCCEEGGACGCCCACARECCCTACEAGECCABAGCAGABCGLCGEL GECECEEAAGAGLGCGACLGCCEOGOLACEEAGEGAAGGATCATCGRAT 240
GGACCCTETTTGACANCATGCACCACCAGTEGCTCCTGCTEECTACATGLTTTTERGTGATTTTCATGT TCATGETGECCAGCAAGTTCATCACETTGACCTTCAAAGACCCGEATEEET 360
M H H O ¥W_L L L A A C F W ¥V [ F H F M ¥ A S KF | TLTFKDPTDEG
ATABTECCAAACAGGAGTTTGTGT TCCTGACGGLCATGLCAGAAGCAGAGAAGLTAAGAGGAGAGAAGCATTTTTCTEAAGTCATGAAGCCAACTCECAMACATGCTTTCORAGAGCCATE 4RO
Y § A K O EF ¥ F L T AMHWHPEAEWIKILURTGSEEEKHTFSEVY¥MHEKPTGEEKHNLS E S5 H
CTGATCABCCCCCGETTTATCTGBAGCGECTGEAGL TCATCAGAAACGCTTECAAGGAGEARGCTCTGLGEAACCTCTCCCACACCGAGETCTCTAAGTTTGTCCTGGATCGAATCTTTG 600
pPODOQFPPVY¥Y Y LERLETLTILRMNATCLCEKETEALRIHNLGSGHTEVYSKTFVL o R [ F
TCTGTEACAAGCACAAGATTCTTTTCTRTCAGACCCCCAAMGTEEGCAACACCCAGT GEAARAAAGTGC TEATCGTCT TARATGGAGCATTTICTTCTATTGAAGAGATCCCAGARAACG 720
vV £ oK s K I LFCOT®PRPEKY GHNTOGWIEKEIEKVY¥L I ¥ LNTGAFSS 1 EE | P EN
TGETTCATCACCAT S ABAARAATRRCCTTCCACGTCTCTCTTCCTTCAGCAAAATAGGAAT TCAGAAGCGATTRAAMACATACTTCAAGTTTTTTATTGTEAGGEGATCCCTTTGAAAGAL  BAO

¥ ¥ HDHEEKMNEGLPRLSSF 5 K 1 6 1 0K RLIEKTYTFKTFF 1 ¥ RDPFER
TEATCTCTGCCTTTAAGGATAAGT TTETTCACAATCCTCGATTTGAACC TTGGETACAGGCACGAGATAGLCCCGGGCATTATTAGGAAATACCOCAAGAACCGGACAGAGACCCGGEETA 960
L 1 58 A F K DK F ¥ HHNPRVFEVPUSWYRMHETI APG I I R K Y REK ¥ R T E TR G

TCCAGTTTRAAGATTTTGTGEGCTACCTEGETEATCCARACCGCAGGTGRTTARACCTTCAGT T TRGEEACCATATCATCCACTREGTEACCTACETAAMACTCTGTECACCCTETGASA 1080
I @ F EDF ¥ R YL GDPNRRWLODLOFGDHTII I HWYWYTYY¥Y KLTCAPTLCE
TAAAGTACAGTGTGATTGEACACCACCAGACCC TEEAGBCAGATGCCCCABTACATCC TAMAAGAAGC TGRCATTEACCACCTRETETCGTACCCCACTATCCCTCCCGECATCACCATET 1200

K ¥ &8 ¥ I 8& HHE TLEADUAKPTY 1 L KEWASEI1 DHLVYSYPT I PPG I TH
ACAACAGEACCAABGTBEABCABTACTTCCTGEGCATCAGBCAAACGAGACATCCOGCGTCTCTATGCACGTTTTRAAGGGGACTTCAAGCTCTTTGEGTATCAGARACCAGATTTTTTEC 1320
Y R T K V¥ EOQYF LG I S5 KRDI1IFRRL Y AR F EGDVFKLVF &6 ¥ a KPDFL
TARATTAAGGCATCAGACTCCTGAATATTGE TAGTTCCEGGEATEEETAGGTGEAGATGTGAGAACATEGEACCTCTACCCTRTCCCATEETTCCETGCATGEATEATSTTGAGCGETGA 1040
L N .
TTACCTGETTCACTCBEETEACAAATGCTCTEBATEACTCCCCTCCLCABCCTGTRTCACCCCCACGAAAGGTTAGGAAAGACTGGACG TR TGCAGACAGETAGACAGACCCAGAGEABCE 1560
TBCTTCCTTCAACTETCACATTGTCCT TG TRL TRTETCAGCTIGECTGTAGTCGGETGETGTCACCCATGACCTGTGRACTGCACAGACCCABCECTTTCAAGAGAGATGEEEATACTG  16BD
AACGGCTGCAAAGETTACTEEGGCCCATRCAGAGTCEAATCTAAGCCARAATGATACCTCTTCCTTCCATTTTRGACAC TAGCCACAGATCABTCACTTCTTRAGC TTGAGGCCCTGTGAC  1BOO
ACTEEETEGTRETAATCACAGAACAATCTGGAAGCTCTEATCT TTCEEEACCCAGGCTABCTCTTTTTTCCGGACCTCTGACCCCACAAGTACCTGLTTAATTCTGCAGAAGAGATCCCT 1820
TCTEEAAABTEAGRGCATTATCAGAACATCTCTGACGACCTAGAAC TTGGCATRGRCAAGGAGGAACCAGLCEGTCCTRERAACTCTEGETGCACCETTETCTCTEACACCTGCTTITRT 2040
CTTCGACGECCECARGGEAGC GAGCASCAGGRECETITCCACETCTCTCCTEAACGCACCTCCCCTETCCTOABAGEEEABABAAGACAAAGCATTTCCEGTGRACAGAGACGACCGCAT 21680
GCCGACGTECCETRATEACECACARBCRTRCARTRLCTACATTRCAGAGTCCARBTRCTGTC TECAGACTGTICAAGTCCGTTCATGTCGGCAGACGGGATCCTACGETCCTGAATCTAATA 2280
GTGCCACTGTCCTCGACTRAAAGACCCGCAAGT TGGATAATCAGAT TCGTCAGCAATAARATCCTEEETGAGGCCECCTCCEETRATGTCGECCCAGETEACAAGTCACCTAACOTREEA 2400
CTRAGGCCAGCCCCAGCAABAAAGCCACAGCAGCTGTCACAGC TECCAACCAGC AGC AARGEETTATTAAAGATEGAGGEACAGTTTTTCTCAGTAAGTCCCCTRECACATRCATCTGED 2620
TEEGETTEAGABGAATTETBCCAGTTTTTCCTAGAGGTCACAGCCCTACTCTCAMAAAGICTTTCCTGAACTTRTAAATETGAAAGTARAATAARATTTAAAATGTGTGCCAAAAAANAA 2640
ARAARAAAL 2849

Figure 12 : séquence complete des nucléotidesseaades aminés traduits de I’ADNc de la HNK-1-
sulfotransférase de rat (Bakker, 1997).

Cette protéine est probablement une protéine merabeade type Il de part une région
transmembranaire observée en partie N-terminalgi€psoulignée), et son activité enzymatique est

localisée dans le réticulum endoplasmique ou datmsnhiére du Golgi. Elle posséde des sites de N-
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glycosylation potentiels (en astérisques). Unevaiétsulfotransférase GlcA-dépendante est encage un
fois démontréen vitro notamment sur des accepteurs glycolipidiques yetogrotéiques. L'activité
sulfotransférase d’'une protéine de fusion, dansudbg le domaine putatif cytoplasmique et
membranaire de la HNK-1ST ont été remplacés pardééine A précédée d’'un peptide signal, est
deux fois supérieure a celle de la HNK-1ST ancefesda membrane.

En considérant le fait que la biosynthése du glgeadNK-1 dans le systéme nerveux nécessite
une activité conjointe d’'une glucuronyltransféras@GICAT-P ou GICAT-S) et de la HNK-1-
sulfotransférase, il a été démontré une interactotre ces deux enzymes conduisant & une
biosynthese séquentielle et efficace du glycann&HNKizuka, 2006). Cette interaction a lieu au
travers du domaine catalytique de GICAT-P ou deAGBIS de rat et du domaine catalytique de la
HNK-1ST de rat ou humaine. Cette interaction praéirotéine permet une augmentation de
I'activité enzymatique de la HNK-1Sih vitro mais ne modifie pas la spécificité de substratGles.-
transférases. Le mécanisme physiologique de cateraction n’est pas connu. Néanmoins en
s'appuyant sur le fait que d’'autres hétérocomplale&Ts sont impliqués dans des biosyntheses de
glycolipides et ont été étudiés, il serait intéaggsle cloner une ou plusieurs protéines de fusitre

la GICAT et la HNK-1ST et de vérifier leurs différees d'activité enzymatique sur divers substrats.

c) GIcNAc-6ST
La L-sélectine, située sur les lymphocytes, jougdle clé dans leur fixation initiale sur les
VEHs des ganglions lymphatiques. Un ligand de laélectine dans les VEHs des ganglions
lymphatiques est le GlyCAM-1, dont la sulfatatioéta jugée nécessaire pour sa fonction. GlyCAM-1
dispose de deux structures N-sulfatées acétyllactioe, le 6’-sulfo sialyl Lewis X et 6-sulfo sialyl

Lewis X, dont la premiére est la structure print@pég 13).

+ Fue =+ Fue
ol al
) i
3 3
Siaa2 — 3Galpl — 4GleNAcB1 Siaa2 -» 3Galgl — 4GlcNAcB1
6 [
805 S07
6 [

Siao — 3Galpl — 3GalNAc-OH  Siac2 — 83Galgl — 8GalNAc-OH
Figure 13 : structures du 6-sulfo sialyl Lewis xg&uche), sulfaté en position 6 du galactose, &-du
sulfo sialyl Lewis x (a droite), sulfaté en positi6 du N-acétylglucosamine. Ce sont les deux ép#top

primaires majeurs de reconnaissance du ligand G4 la L-sélectine (Hemmerich, 1994)

Il'y a actuellement sept membres de la famille@akGalNAc/GIcNAc-6-O-sulfotransférases
(GSTs): GST-0, -1, -2, -3, B4 -4a, et -5. Les GSTs peuvent étre divisées en deus-feouilles, les
GalNAc/Gal-6-O-sulfotransférases et les GIcNAc-&WFotransférases. Les N-acétylglucosamine-6-

O-sulfotransférase (GICNAC6ST) catalysent le trarisfle sulfate du PAPS en position 6 du résidu N-
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acétylglucosamine non réducteur. Cinq GIcNAc6STkgigones ont été identifiées chez I'Homme

(Grunwell, 2002). Leurs préférences de substnatt différentes (tab 5).

nomenclatre previous AcCession sulfated
name in literature abbreviations ref fo. substrate
GST-0 chondroitin CasT 90 AB012192 Gal GalNAc
t-O-sulfotransferase
CH6S5T-1 103 GliAf] 4-GalNAc
GST-1  keratan sulfate KESGalasT 106 ABOD3T91 Galfil 4-GicAc
f-C-sulfotransferase
chondroitin CasT 108 Tae5637
t-O-sulfotransferase
carbohydrate CHST-1 100 AF090137

sulfotransferase-1
G5T-2  N-acetylghicosamine GleNAcHST-1 110 ABO014680 terminal GlcNAc
6-O-sulfotransferase

carbohydrate CHST-2 109 AF23066
sulfotransferase-2
GST-3 HEC-restricted HEC-GlcNAc65T
N-acetvlglucosamine

B-O-sulfotransferase
GleNAcBST-2 81 AF131235 terminal GleMNAc
GST-40  intestinal [-GlcN AcoST
N-acetylglucosamine
6-O-sulfotransferase
GlcNAc6ST-3 111 AF176838 termunal GlcNAc
GST-41 comeal C-GlcMNAcHST 102 AF219990 termunal GlcNAc
N-acetylglocosamine
t-C-sulfotransferase
GlcNAcAST-5 116 AF280085
GST-5 chondroifin CH5T-2 112 ABO37187 (GlnApl 4GalNAcC)
6-0-sulfotransferase-2
114 AFXB0089 terminal GlcINAc
GleWNAceST4 113 ABO014680 GlcNAcfH1.6-
ManOMe

Tableau 5 : Nomenclature et spécifité de substatseépt GalNAc/Gal/GIcNAc-6-
sulfotransférases (GSTs) golgiennes humaines cqi@@einwell, 2002).

Parmi celles-ci, GICNAc6ST-2, GIcNAc6ST-3 et GICNGRT-5 sont tres spécifiques, alors
gue GIcNAC6ST-1 (Uchimura, 1998-1) et GIcNAc6ST#chimura, 2000) sont plus largement
exprimées.

Un ADNCc codant une N-acétyl-6-O-sulfotransférasétécloné sur la base d’homologie de
séquence avec la chondroitine-6-sulfotransférassodes précédemment cloné (Uchimura, 1998).
L’enzyme exprimée transfére le sulfate en posiiaiu GIcNAc non réducteur de GICNBE-3Gap1l-
4GIcNAc, mais pas au résidu GIcNAc contenu danspGAGICNAG31-3Gapl-4GIcNAc. Cette
enzyme reconnait donc un terminal GIcNAc, et laO-8ulfatation GIcCNAc semble précéder la
galactosylation au cours de la biosynthése duaglye.

L'ADNc contient un cadre de lecture qui prédit (pretéine transmembranaire de type Il
constituée de 483 acides aminés. L'expression AIBNt dans des cellules COS-7 a entrainé la
production d'un antigéne de surface cellulaire d@pitope a été caractérisé comme le NewAc
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3GaB1l-4 (SQ-6) GIcNAc; La transfection double avec la fucosyiisférase IV a donné I'antigene
Galp1-4 (Fual-3)-(SQ-6)-GlcNAc.

Ces résultats ont ainsi suggéré que la sulfotreamsdéest impliquée dans la biosynthése des
glycoconjugués portant la structure 6-sulfo N-ak&tyosamine tels que le 6-sulfo sialyl-N-
acétyllactosamine et le 6’-sulfo sialyl Lewis X.

Un ADNc humain de GICNAC6ST a été cloné (Uchimw298-2). Le gene de la GICNAC6ST-

1 a été localisé sur le chromosome humain 7q3lséguence prédite d’acides aminés de I'enzyme
humaine de la GICNAC6ST est hautement homologue agle de I'enzyme de la souris. En effet,
bien que les régions correspondant aux régionssigent faiblement homologues, parmi les 363
acides aminés de la région catalytique, les dewtémres sont clairement identiques (99%
d’homologie). Seuls le changement de 3 résidusidBacaminés est a noter, mais ceux-ci restent
conservatifs.

L’ADNc humain cloné, encodant pour une protéinecange courte queue cytoplasmique, a
été transfecté dans des cellules COS-7. L'enzynmirege transfert du sulfate sur un motif
GIcNACB1-3Gapl-4GIcNAG31-3Gapl-4GIcNAc.

La co-transfection de ’'ADNc avec la fucosyltrans&e VII dans des cellules COS-7 résulte
dans I'expression en surface cellulaire de 6’-ssifdyl LewisX.

Une autre équipe a cloné la GIcNAc6ST-2 (ou HECNBIC6ST ou CHST4 ou GST3 ou |-
GIcNACc-6ST) (De Graffenried, 2003). GICNAC6ST-2 esie bonne candidate pour la biosynthése de
ligand de la L-sélectine en raison de son expredsés restreinte dans les VEHs. GICNAC6ST-2 a une
activité de sulfatation soutenue sur les glycopnet® O-liées et peut agir sur les glycoprotéines N-
liées dans une moindre mesure. L'analyse des sturcckout” pour la GICNAcC6ST-2 identifie
clairement cette enzyme en tant que participantes da biosynthése des sulfoadhésines et la

biosynthese de 6'-sulfo-silayl LewisX.

Trois GICNAc6STs humaines, nommément GICNAC6STIENBC6ST-2 (HEC-GICNAC6ST),
et GIcNAc6ST-3 (I-GIcNAC6ST), ont été produites eoendes protéines de fusion avec la protéine A,
et leurs spécificités de substrat ainsi que leunoprEtés enzymologiques ont été
déterminées (Uchimura, 2002).

Enzyme activity® pmaltiml of mediom (%

Apeaptar

ClchlST-1 TN AcBET.2 QENAcBET-]
GleNAeg1-6ManOMe B (100 6.8 (100 AL
GleNAca1-2Man 26.3 (128) 1044151} NDS
CleNAA1-8[CRlp1-5 GalNAc-pNP (core 2) M3 (101) B0 (145 51
CleMAp-3GeMAc-pHT core 5 NIS 125184 NI
GleNAep1-3Gala -4 GleNAeA1-3CalB1-4 Gl A L3y S0P AL

Tableau 6 : Comparaison des spécificités de suluktria GICNAC6ST-1, de la GICNAC6ST-2 et de la
GICNAC6ST-3 sécrétées dans le milieu de culturedpar cellules COS-7 transfectées (Uchimura,
2002).
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Les deux GICNAC6ST-1 et GICNAC6ST-2 sulfatent eftiement les structures oligosaccharide
suivantes : GIcNAg1-6[GaB1-3]GalNAc-pNP (corps 2), GlcNAd-6ManOMe, et GIcNAg1-2Man.
Les ratios des activités de ces substrats ne sgrgignificativement différents entre les deux emy.
Toutefois, GICNAc-6ST-2, mais pas GICNAC6ST-1, asg le corps 3 de la GlcNAgt-3GalNAc-
pNP. La capacité de GICNAc6ST-1 et de GICNAc6ST-RuHfater une structure de corps 2 aussi
efficacement renforce l'idée qu’elles sont impligsiélans la synthese du sialyl-6-sulfo-Lewis-X, une

structure clé des ligands de la L-sélectine.

2. Les sulfotransférases procaryotes
Il existe également des glycannes sulfatés dansndede procaryote, et par conséquent des

sulfotransférases sont également exprimées pardesismes procaryotes.

1. Rv1373
Les glycolipides tréhalose sulfatés sont parmirnesdécules les plus caractéristiques de la
paroi cellulaire des souches virulentes Mgcobacterium tuberculosist sont responsables de la
virulence de la souche. Une sulfotransférase irapkgdans la biosynthése des sulfolipides présents a
la surface des souches Metuberculosisa été identifiée (Riveira-marrero, 200@ne recherche des
séquences de genes de ST diidmberculosisa révélé le génBv1373 un gene de 981 paires de base

Iégerement homologue (24% d’identité) avec lessalfdtransférases eucaryotes (fig 14).

Rv1373 MMNSEHPMTDRVWVYR 14

heT MDGPAEPQIPGLWDTYEDDISEISQKLPGEYFRYKGVPFPVGLY 44

REv1373 SLMADNLRWDALQLRDGDIIISAPSKSGLTWIQRLVSLLVE 71
EL + +L + +RD DI I KSG TW +

hsT SLESISLAENTQDURDDDIFIZTYPKSGTTHMIEIICLILKEGD?EUIESU@IHER&PMC
Region 1

Ev1373 DQTIRPIEEVVATLDAQOHRRFIKTHTPLD---GLVLDDRVSYICVG
+ + +L Q E + +H P+ + I
hsET ETIVGAF----- SLPLOYEPRLMSSHLPIQ IFTKAFFESKAKV I YMGRNPRDWY

Rv1373 SANMNEDRMRILHEAVVPFHERIAPPFAELGHARSPTEEFRDWMEGPNQPPPGIGFTHLE 158
+1A + G  +P + RD+++3 Q G F H+K

nsT S ¥ TAGQLKDPG---TPDQFLRDFLKGEV] - -FGSUFDHIK 194

Rv1373 GIGTLANILHQLGTVWVR-RHLPNVALFHYADYQADLAGELLRPARVLGIARTRDRARDL 247

W+E + N Y+ QDL G + R LG ++ +

616 6Y

hsT  G--—----------- WLEMKGKDNFLFITYEELQQDLOGSVERICGFLGRPLGKEALGEY 240
Ev1373 AQYATLDAMR----SRASEIAPNTTDGIWHSDERFFRRGGSGDWQQFFTERE 295
++T AM+ 5 ++ P+ D H F R+G GDW+ FT A+
hET VAHSTFSAMKANTMENYTLLPPSLLD HRRGAFLRKGVCGDWKNHFTVAD 289
Region IV

REv1373 HLRYYHRINQLAPPDLLAWAHEGRRGYDPAN 326
hsT SEAFDRAYRKQMREGMPTFPWDEDPEEDGSPDPEPSPEPEPKPSLEPNTSLEREPRPNSSP
SPEPGQASETPHPRPS 365

Figure 14 : comparaison des séquences d’acidegamaRv1373 del.tuberculosiset de la
sulfotransférase d’hydroxystéroide humaine SULT2B182315) (Rivera-Marrero, 2002).
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Le geneRv1373de M.tuberculosiscontient les régions des séquences | et IV hauteme
conservées, qui sont impliquées dans la liaisoRARS et au transfert du sulfate.

Le géeneRv1373a été cloné par PCR, et la ST encodée est expihmezE.coli comme une
protéine recombinante de fusion (39 kDa). Les sesiofieE.coli recombinantes ont une activité
envers les glycolipides cérébrosides eucaryotesogllk et galactosylcéramides. Aucune activité n’a
été détectée avec le sulfatide galactosylcéramidsulfite suggérant que la sulfatation du
galactosylcéramide peut avoir lieu en position @+3yalactose.

Ces résultats démontrent que le génE373 encode une nouvelle sulfotransférase qui est
cytosolique, elle montre des similarités avec lgs@T cytosoliques eucaryotes mais pas avec las ST
des glycolipides et elle est active envers les allgles cérébrosides. Il existe peu de STs de
glycolipides procaryotes, hormi®NodH qui encode une ST qui catalyse la sulfatation des
lipochitooligosaccharides chdz.meliloti (Ehrhardt, 1995), et leurs rbles sont peu connueitrider
une expression ddv1373est une des étapes importantes pour la comprémedsi rdle biologique

des sulfolipides dans la virulence Meuberculosis

2. GIcNAc-6-sulfotransférase

Lors de la symbiose établie entre les plantes légeuses et les bactéries du Bblizobium
les genes de la nodulation bactérienmed( no), induits par les flavonoides de la plante hétat s
impliqués dans la synthése et I'excrétion de litoctigosaccharides de signal (facteurs Nod). Les
facteurs Nod sont des déterminants majeurs de daifgjité de I'hdte. Au cours de la symbiose
réalisée par la bactéremeliloti le lipo-oligosaccharide sulfaté spécifique aiééhtifié (fig 15).

S0,
]
Gle B4, GieNAc 2> GleNAc 24> GleNAe

Figure 15 : Structure du facteur de nodulatiolRteobium meliloti

La synthése de ce glycanne sulfaté nécessite $amré cheR.melilotid’une sulfotransférase
spécifiqgue qui catalyse le transfert du sulfatepesition 6 du résidu N-acétylglucosamine en partie
réductrice. Cette ST est encodée par le geael de R.meliloti(Schultze, 1995 ; Erhrardt, 1995)

NodH présente de petites homologies de séquences ese8Tls de mammiferes, dont la
sulfotransférase d’hydrostéroide de rat, I'arylstitinsférase de rat et la sulfotransférase d’ozsieog
bovine. Il y a cependant des séquences de pap@ésfigues qui sont hautement conservées entre
nodH et ces STs de mammiféres, particulierement darisongon de 126 acides aminés couvrant les
résidus 103 a 229 du produit du gémelH (fig 16). Malheureusement, a contrario des autfies 8es

séquences préservées ne semblent pas correspardiéea de liaison au PAPS.
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Figure 16 : Alignement partiel de séquence de taépome NodH avec la sulfotransférase d’cestrogéne
bovine OST (Nash, 1966), la sulfotransférase d'bygstéroides de rat ST-20 (Ogura, 1969),
l'arylsulfotransférase de rat PST1(Ozawa, 1990)JaetavriD ORF4 deP. syringae pv. Tomato
(Kobayashi, 1990).

La protéine NodH catalysa vitro le transfert du sulfate du donneur sur la postéerminale
réductrice des lipochitooligosaccharides LCO’s (fndt, 1995). L'enzyme est aussi active sur les
chitooligosaccharides et leurs dérivés déacétylex aine moindre affinité (Schultze, 1995). En
s’appuyant sur ces travaux, notre équipe a pradwivo des RCO’s sulfatés ché&zcoli, grace a des
souches recombinantes surexprimant notamment kEergetH Samain, 1999) (fig 17).

OH

R, = HorAc;R,= Hor SO;H;R;=Hor Ac

Figure 17 : structures et abréviations des chigostccharides produits par des souches
recombinantes &.coli. (Samain, 1999)

NodH a permis une sulfatation des RCO'’s, dans deshes DH1 d.coli, légérement
inférieure a 50%. Les croissances des culturest was été influencées par la production de RCO'’s
sulfatés.NodH est actuellement le seul géne codant pour unetsiisférase active sur des motifs

oligosaccharidiques qui a été testé et démontiédacts le cadre de 'usine cellulaire cHezoli.
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3. KpsS

Toujours en relation avec la symbiose des légunsieelavec les bactéries, une étude a
démontré que les souchesMesorhizobium lot{souche NZP-2235) produisaient un LPS et un KPS
qui subissaient une modification covalente parulfate (Townsend, 2006) et que ces modifications
étaient nécessaires pour une symbiose normale.

La sulfotransférase responsable de la sulfatatiénéaétudiée (Townsend, 2008). Le géne
responsable de la synthese de la sulfotransférégeidentifie et nommEpsS.Sa surexpression chez
E.coli a permis de démontrer que la sulfotransférase flraoth KPS deM.loti ainsi que le
monosaccharide fucose (substituant proposé du KR&.Idt) mais pas le glucose, le mannose ou le
xylose.

KpsS ne présente aucune homologie de séquenceaaceoe autre ST bactérienne ou de
mammifere, pourtant elle présente des similaritésnaeau des ORF’'s avec celles de plusieurs
organismes bactériens. KpsS, tout comme les a8ffegprocaryotes des polysaccharides, ne présente

pas la séquence consensus des mammiféeres GXXGXKreprésente le site de liaison au PAPS.

Le geneKpsSest localisé dans un groupe d’'ORFs qui encodesitpdetéines requises pour la
synthése de polysaccharides. Des mutations de gienes dans cette région aboutissent dans une
altération dans le KPS et une réduction du tauratkilation des racines chez la plante héte, ce qui

laisse penser qu€psSest bien indispensable a la biosynthése de KPSanoret donc sulfatés.

3. Activités enzymatiques
1. Dosage colorimétrique

L’AST-IV (CE 2.8.2.1), enzyme de détoxification desammiferes, a été étudiée depuis
plusieurs années, et des travaux ont été publirésasuexpression et sa purification, (Guo, 1994), s
spécificité d’'accepteur et son inhibition (Duffel993 ; Duffel, 1994), et enfin son mécanisme
(Marshall, 1997). Au cours de ces études, il epaapque la catalyse inverse du PAP au PAPS par
'AST-IV est possible par ajout de p-nitrophénylfate pour former le produit PAPS de haute énergie
(Duffel, 1981). Utilisée pour sa régénération duPBAa partir du p-nitrophényl sulfate dans la
synthése de glycannes sulfatés (Burkart, 200Qg sghthése inverse a trouvée une autre utilisation

Différentes activités enzymatiques de STs ont étérchinées selon une procédure indiquée
précédemment (Yang, 1996; Burkart, 1999;Lin, 2080)utilisant le 4-nitrophényl-sulfateNPS)
comme donneur de groupe de sulfuryle initial. LePPs&rt de cofacteur pour le transfert de groupe de
sulfuryle entre lepNPS et I'accepteur des STs. Le PAP est d'aborditéulf partir dypNPS pour
donner le PAPS selon une réaction catalysée patSa (fig 18). Le PAPS a son tour transféere le
groupe sulfuryle a I'accepteur selon une réactatalgsée par la ST étudiée. La réaction est spiie

la production dipNP (p-nitrophénol), qui donne une forte absorption a #60€=10.500 a pH 7). Le
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taux calculé reflete le transfert du groupe deusylé dupNPS au PAP, résultant de I'utilisation du
PAPS par la ST étudiée.

Sulfated
Oligosaccharide

Sulfotansferase
NH, NH;

Oligosaccharide

N -
0 SN o N
¢ | o ¢ 0
0-8-0-P-0 NS 2 0-pP-0 NP
8 - (o] N o O N
PAPS o} o PAP
0-P-0 OH 0O-P-0 OH

P ;
o o
Rat Aryl
Sulfotransferase IV

o)
OZN—Q—OH ogru—@— 0-8-0°

p-nitrophenol p-nitrophenyl sulf?te
Figure 18: schéma de réaction de transfert dupgraulfuryle dup-nitrophényl sulfate a
I'oligosaccharide sulfaté par l'intermédiaire du RRAcatalysée par l'arylST et une sulfotransférase
(Burkart, 2000).

2. lsotope radioactif

Un protocole de dosage des activités enzymatigeesSd's utilise les isotopes radioactifs du
soufre. Les enzymes purifiées sont testéestro pour leur capacité a transférer du sodigea partir
de ¥S-PAPS. Les produits sulfatés marqués sont idéstéi quantifiés aprés une migration sur gel
d’électrophorése et un comptage *86 par scintillation liquide (fig 19).

ENZYME AMOUNT
Opg

355 labeled
product | | . k==

SISIHOH4OYL23 13

0000

free 3950, | = - - -

Figure 19 : Schéma représentatif de la migratiosuhstrat et du produit.

La purification et la séparation des produits masjpeuvent également étre réalisées en
utilisant la chromatographie d'échange d'ions s eolonne QAE Sephadex A25 avec une élution
sélective avec du NaCl. Une quantification de ldicactivité est réalisée grace a la scintillation
liquide (Burkart, 2000).
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. Métabolisme du PAPS

La sulfatation est le transfert d'un groupe suléate'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate (PAPS)
a un substrat qui est catalysée par une famillazgimes : les sulfotransférases. C'est le PAPS qui
permet le transfert d'un sulfate $8ur un glycanne générant un oligosaccharide sulfa PAPS est
le co-substrat obligatoire et la source du groupfisate qui est synthétisé pour mettre a dispmsiti
une «forme activée » de sulfate pour la réactiorsdléatation catalysée par les sulfotransférases

cytosoliques ou associées a la membrane.

La sulfatation dans les organismes supérieurs aedigence stricte pour le PAPS. Cela a été
démontré par : 1) la sulfatation n'a pas lieu ebhdence de PARS vitro ou dans des conditions qui
limitent la synthése de PAPS, 2) le site de liaipatatif pour le PAPS sur les sulfotransférases est
conservé entre les différentes classes de sulbféeases dans les différents tissus et entre les
différentes espéces (Komatsu, 1994), et 3) devgnes de structure du PAPS se lient et inhibent les

sulfotransférases (Rens-Domiano, 1987).

La sulfatation est un systeme de conjugaison deehafiinité et de faible capacité dans le
métabolisme des xénobiotiques a cause en partieidesux d'activité de sulfatation qui peuvent étre
limités par la disponibilité du PAPS. La participat du PAPS a la réaction dépend de son
accessibilité, qui a son tour dépend de sa syntdesea dégradation, et, finalement, de son utdisa
dans la réaction de sulfatation. La concentratierPAPS est diminuée avec la sulfatation de doses
élevées de substrats et est le facteur limitant dancapacité de sulfatation. Ainsi, le taux de la
synthese du PAPS peut étre un facteur importart Badétermination de l'activité de sulfatationglan
les tissus. Un plafonnement de la sulfatation euproduire en raison de la limitation du débit de
synthese du PAPS.

Le PAPS est synthétisé a partir de I'ATP et duasellinorganique dans une réaction en deux
étapes. La synthese du PAPS est tributaire deslaodibilité de sulfate et de l'activité des deux
enzymes de la synthése, I'ATP-sulfurylase et I'Afdgase. Bien que les propriétés cinétiques de ces
deux enzymes soient bien décrites, leurs régukationvivo ne sont pas entierement comprises.
L’analyse de la régulation des enzymes et des nieas cofacteurs impliqués dans la synthése du

PAPS est importante pour la compréhension desitéstigte sulfatation dans les cellules.
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1. Les acides aminés comme source de sulfate
La L-méthionine (L-Met) et la L-cystéine (L-Cys)rdodeux acides aminés contenant du soufre

qui peuvent étre une source de sulfate. Ces aecidésés proviennent de l'alimentation et de la
dégradation des protéines. La cystéine peut étnacie a partir de la méthionine et du catabolisme du
glutathion. Au cours de leurs catabolismes, la lt-Btda L-Cys sont décomposées selon la figure 20;
le sulfite lui est décomposé par une série de tsatfarations et trans-aminations. La sulfite oxsgla

oxyde facilement le sulfite en sulfate.

ATP

r L-METHIONINE **
1

T e L-CYSTEINE® o >
L] k]
S-ADENOSYLMETHIONINE . V N SO,

, .1
l CYSTATHIONINE CYSTEINESULFINATE
S-ADENOSYLHOMOCYSTEINE KETO ACD so}
7
K’. ‘/I AMING ACID :L
HOMOCYSTEINE SERINE P-SULFINYLPYRUVATE
PYRUVATE

Figure 20: schéma de décomposion de la L-métheéorinde la L-cystéine en sulfate. 1, L-
méthionine S-adénosyltransférase ; 2, L-homocystéBrméthyltransférase; 3, S-adénosyl-L-
homocystéine hydrolase ; 4, cystathionagynthétase ; 5, L-cystathionine cystéinelyasecy6téine
di-oxygénase ; 7, cystéine sulfinase transamin&epn enzymatique ; 9, sulfite oxidase. * délivré

par I'alimentation ; ** Nutriment essentiel chez mlembreuses espéces. (Klaassen, 1997).

2.Le réle du sulfate dans la synthese du PAPS
La limitation de la disponibilité du sulfate haldtiement ne diminue pas

les concentrations a I'équilibre du PAPS lorsquesdHfatation est minime. Toutefois, limiter la
disponibilité du sulfate diminue la capacité de tegtiser du PAPS au cours de la sulfatation
de fortes doses de substrats exogénes. Par consélqueapacité de synthétiser du PAPS a partir de
sulfate est un facteur plus important dans la dépde sulfatation que les concentrations de PAPS a

I'équilibre.

3. La disponibilité du PAPS

La disponibilité du PAPS pour la sulfatationvivo dépend de sa synthese, de son transport, de sa

dégradation et de son utilisation. La concentrationPAPS disponible est faible par rapport au
montant de PAPS nécessaire pour maintenir deséleu®s de sulfatation, indiquant un taux élevé de
biosynthese du PAPS. Par conséquent, une biosynthpisle du PAPS est nécessaire a la sulfatation.

Le PAPS est synthétisé rapidement dans une réamiqpliée en deux étapes. La voie d'activation
du sulfate est composée des enzymes ATP sulfuriAdde adénylyltransférase sulfate, CE 2.7.7.4) et

APS kinase (ATP adénosine-5'-phosphosulfate 3'gitaisansférase, EC 2.7.1.25). La premiére étape
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dans cette voie, catalysée par 'ATP sulfurylasepegsence de Mg combine I'ATP et les sulfates
inorganiques (SE) pour formerl'adénosine 5-phosphosulfate (APS) et du phosphaieganique
(PPI).

N~
SO." 4+ ATP e N Os=S==0— P— OCH, |
v
Sulfate O o~
PP |

OH OH
Adénosine 5'-phosphosulfate (APS)

Lors de la seconde étape, catalysée par I'APS&imaprésence de Kfgune seconde molécule
d'ATP est consommée pour phosphoryler le groupeBidntdroxyle du ribose de I'APS et former le
PAPS et 'ADP. Cette réaction est catalysée pdeétiasine phosphosulfate kinase (APS kinase) (CE
2.7.1.25)

0 O </ l )

Il x/\‘/

APS + @@ — > 0—S—0—P—O0CH, '
v

| O I
ADP (] o k A

O OH
O=—P=0

&
3" Phospho-adénosine 5'-phosphosulfate (PAPS)

L’ATP sulfurylase et 'APS kinase sont essentielbesir I'assimilation de sulfate chez la quasi-
totalité des organismes. Les réactions qu'ellesyssEnt ont lieu au début de la branche réducthce
la voie de biosynthése de la cystéine chBeeherichia coli(Schriek, 1986). Ces bactéries couplent
l'oxydation des métabolites soufrés réduits a fer®se d'ATP par phosphorylation oxydative. Chez
les mammiferes, les sulfates activés fonctionneimicipalement en tant que groupe donneur de

sulfuryle.

1. L’ATP-sulfurylase

La séquence d'acides aminés déduite de I'ADNc dopartir du gene de I'ATP-sulfurylase de
plantes, de bactéries, de champignon et de levargrendeux zones conserveées, riches en résidus
basiques, qui peuvent étre les sites de liaison MQATP et le sulfate (Foster, 1994). Il est
possible que le MgATP et le sulfate se lient dassgites de liaison dans un ordre aléatoire, mads g
la libération du produit est ordonnée parce qud¢gPi est libéré avant 'APS. La régulation de
I'ATP-sulfurylase chez les organismes supérieurpes connue. Cependant, chez la levure, I'ATP-

sulfurylase semble étre régulée au niveau de fesdrgption, car I'ATP-sulfurylase est impliquée dan

58



la biosynthése de la méthionine chez la levurky atéthionine dans les milieux de levure réprinke a
fois l'activité ATP-sulfurylase et les concentrasale 'ARNm (Cherest, 1985).

Seul 'ATP est efficace comme substrat nucléosiifghdosphate pour I'ATP-sulfurylase. Des
concentrations élevées de nucléosides triphosphd®¥P, UTP et CTP) ainsi que
du Mrf* inhibent l'activité de I'ATP-sulfurylase (Brion987).

2. L’APS-kinase
Les produits protéiques d'ADNc cloné a partir deegd’ APS-kinase de plante, de champignon,
de bactéries et de levure sont fonctionnels et raphtde prés de 50% d’homologie dans leurs
séquences déduite d'acides aminés. Les séquenmgisied' aminés contiennent deux régions
conservées qui peuvent fonctionner comme sitesagoh et de transfert de groupes phosphate aux
nucléotides purine. La liaison des nucléotidesARS$-kinase est ordonnée; le MgATP se lie d'abord,
'APS se lie alors a 'APS-kinase, ce qui le phusyle sous forme PAPS. Le PAPS, se dissocie

ensuite de 'APS-kinase, suivie par la dissociaarMgADP .

3. Le couplage entre I'ATP-sulfurylase et ’APS-kinase

Des données génétiques et enzymatiques, notamenitt ue les génes sont contigus et résident
dans le méme opéron (Leyh, 1988), impliquent qeepi®téines encodées sont associées dans un
complexe multifonctionnel. La possibilité que ceszygmes soient associées dans un complexe
multifonction est particulierement intéressanteadumiére du fait qu'elles seraient susceptibles de
canaliser 'APS, de I'acheminer plus rapidemenhdiite actif (ATP-sulfurylase) a un autre sitefact
(APS-kinase) pour la phosphorylation de I'APS doumer le PAPS (Lyle, 1994). Le tairxvitro de
production du PAPS a partir de I'APS est |égerd¢rsepérieur a celui a partir du sulfate inorganique
méme si la formation d’APS semble étre I'étapettmie de la formation du PAPS (Wong, 1991).
Cela implique que 'APS synthétisé de maniere eadegeut étre plus facilement accessible a I'APS-
kinase que 'APS apporté de maniére exogene efegueuplage de I'ATP-sulfurylase avec I'APS-

kinase peut étre l'explication de ce phénomeéne.

4. Les genegys

ChezE. coli, I'ATP sulfurylase (EC 2.7.7.4) est une enzymeéh@néerique, composée de
deux types de sous-unités codées par les geysdéet cysD L'enzyme native (390 kDa) est un
tétramere d’homodiméres CysDp-CysNp (Leyh, 19B2)sous-unité CysN possede une activité GTP
hydrolase, dont la séquence primaire contient tisants de consensus liant le GTP, qui conduit a la
formation d’APS. Le geneysCencode pour une adénosine 5’-phosphosulfate ki(&B8& kinase)
(EC 2.7.1.25) (Leyh, 1988).
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ChezE.coli, la partie sulfuryle du PAPS activé est réduiteselfite puis en sulfide, pour une
utilisation dans la biosynthése de la cystéine.zCOBeoli, le PAPS est utilisé dans la voie de
biosynthese de la cystéine, et ensuite le sulferdadcystéine est utilisé dans la biosynthese de
méthionine (Ostrowski, 1987).

5. Les genesod
NodP et nodQ de Rhizobium meliloti encodent respectivement [I'ATP sulfurylase
et 'APS kinase (Schwedock, 1990). Ces genes sasengiels pour la nodulation chez les
légumineuses (Schwedock, 1990). La comparaison ségsiences primaires deysD cysN et

cysCavec celles prédites ponodPetnodQ(fig 21) révelent des similitudes frappantes.

NodQ NodP

4 - + A, meliloti
‘ . ' - E. coli
CysC CysN CysD
APS Kinase ATP Sulturylase

Figure 21 : Schéma de I'homologie entiedP et nodQde R.meliloti et cysD, cysNet cysCdeE.coli.
(Schwedock, 1994).

NodP et cysD 68% identiques et 81% similaires, sont tres simgs dans la longueuXodQ est
similaire aux deuxcysN et cysC (48% identique et 67% similaire &sCet 53% identique et 65%
similaire acysC) NodQ et CysCcontiennent une boucle-P identique, séquence nsasalu site de
fixation des nucléotides. Ces comparaisons confitrgee I'APS kinase est en effet codéenatQ

NodQcontient aussi la séquence consensus de liais@TBuSchwedock, 1989).

Des clones E.coli exprimant les génesiodP et nodQ sont capables de complémenter
'auxotrophie cystéine des bactéries déficientes aetivités ATP sulfurylase et APS kinase
(Schwedock, 1994).

Il existe deux copies des germazdPQchezR.meliloti chacun localisés sur un des plasmides
Sym. Ce second locus, localisé sur pSymb, poupeinettre une synthese de PAPS utilisé dans la
sulfatation des LPS et autres produits extracétega Seul le double mutant produit une forme non
sulfatée du facteur de croissance.

La demande de PAPS pour la sulfatation des RCOd'@stiron 20 umol/g de cellules seches,
alors que la demande de PAPS pour la biosynthékeaystéine et la méthionine sont respectivement
de 87 et 146 umol/g de cellules séches (Hauselni®®6). Les génesodPetnodQne devraient pas
étre nécessaires pour des productions d'oligosdadesasulfatés chek.coli car le PAPS peut étre
produit grace &ysG cysD et cysN (Leyh, 1992). Les génas/sCDNfont partie du régulon de la

cystéine qui est réprimée en présence de cystéiiawdres composés sulfatés (Kredich, 1996). Cela
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veut dire que les sulfatatioriis vivo requiérent que le milieu de culture ne doive cointque des

sulfates comme source de sulfate.

6. Les géenesnet
Une comparaison entre les séquences d'acides ame®génes &.coli cysD, cysNet cysC
(ECDNC), des genes de.meliloti nodPet nodQ (RMEPQ), des génes debrasilensnodP et nodQ
(ABRPQ) et du géne de levure de I'APS kinase (MBTibntre de nombreuses homologies de

séquences d'acides aminés (Schwedock, 1994) (Jig 22

ATP sulfurylase APS kinase
E.col 171111
o 7 cysC
R.meliloti
S.cerevisiae 773 ”r I
A.nidulans | i ;”’: TI? I'HH
ATP sulfurylase * i ’

P.chrysogenum [ m
Mouse Z

AF!S kinase ATP sulfurylase
U.caupo ;

APS kinase = ATPsqul.llylaiEe:E:
Figure 22: structures des genes ATP sulfurylaseABS kinase et leurs similitudes chez
les bactéries, les champignons et les eucaryotesisurs. Les régions similaires sont ombragées de

maniere appropriée (Thomas, 1997).

Chez la levure, le PAPS est utilisé directementr pmnner la méthionine comme dans la
biosynthése de la cystéine. La levure peut aug® fte la méthionine a partir de la cystéine et
inversemenvia la cystathionine

ChezS. cerevisiael’APS kinase est codée par le ganetl4(Masselot, 1977), qui présente
des similarités de séquence avec les APS kinasdsackéries, champignons, et des plantes. En
revanche, la séquence du géet3p de S. cerevisiaene présente pas d’importantes homologies de
séquence avec I'ATP sulfurylagée.coli. La PAPS réductase & cerevisia@st encodée par le gene
metl6(Masselot, 1977Metl6pa des fortes similitudes de séquences avec la PédRBtase dE.coli
et de champignons.

Il a été observé que des souches portant une putadurmet3 (sulfurylase ATP)metl14
(APS kinase), oumetl6(PAPS réductase) sont toutes défectueuses empdramme sulfate (Thomas,
1990), ce qui suggére qu'un complexe multi-enzymermit étre impligué dans le transport et
l'activation du sulfate che&.cerevisiaelLa possibilité qu'un tel complexe multi-enzymésexdans la
levure a été renforcée par l'analyse des cellulgsmes MET3 exprimant le géne ASA1, qui code
pour I'ATP sulfurylase de chloroplastesdbidopsis thalianaDans de telles cellules, I'activité ATP

sulfurylase a été restaurée (Logan, 1996).
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V. L’usine cellulaire

1. Le concept

Actuellement, le procédé d’'usine cellulaire estdé la plus intéressante pour la synthiésevo
d'oligosaccharide d'intérét biologique en grandamité (Samain, 1997). Cette technique comprend
une seule étape de culture a haute densité d’'wnehsadE.coli génétiguement modifiée (fig 23).
L’accepteur exogene, internalisé dans la bactéaies $tre modifié, est pris en charge par les
glycosyltransférases codées par des genes suré@grides enzymes ont pour activité de transférer
des unités monosaccharidiques sur l'accepteur tir jpi@s nucléotides sucres donneurs produits et
recyclés naturellement par la méme bactérie, cenquprésente donc plus un facteur limitant. La
bactérie en croissance est métaboliqguement activepreduit efficacement I'ATP pour la

phosphorylation oxydative.

Accepteur----» Q@

e 6‘_‘{/\ ™

}x ’ '\ Source de
ygosyl
1rans:f\erase - NIP +—— carbone et
/ \\ o )/ d’énergie
S - géne
\ PrOdl:Iit .® /
N N

Figure 23 : Principe de l'usine cellulaire.

2. Internalisation de I'accepteur
La souched’E.coli a développé un systéme d’importation de moléculesidiques, souvent

des monosaccharides ou des disaccharides, poursdisple source d'énergie et de carbone. Ce
systéme est détourné dans la méthode d’'usine aedlypour internaliser la molécule accepteur. Cette
derniére, ajoutée dans le milieu extracellulaireytpétre transportée a l'intérieur de la bactége d
fagcon passive ou active. La diffusion passive ddpamguement du gradient de concentration de la
molécule qui passe librement a travers la memblbac&rienne et n’est facilitée par aucune protéine.
Elle concerne des petits groupes hydrophobes corpiane.exemple, le monosaccharide modifié
GlIcNAc-allyl. Néanmoins, la concentration intracédire en substrat reste faible (Samain, 1999). Le
transport actif met en jeu un transporteur parigracthimique utilisant le potentiel de membran&scr
par la différence de charges entre les milieux aeefulaire et intracellulaire pour déplacer les

molécules saccharidiques. La perméase LacY, panm@ee est un symporteur et le déplacement du
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lactose vers le cytoplasme s’'accompagne d'un flex pdotons dans le méme sens (fig 24).

L’ingénierie métabolique de notre étude exploitsysgeme d’internalisation.

H* H* Lactose
++ e+t périplasme
..... cytoplasme
H* H* Lactose

Figure 24 : le symporteur du lactose. Pompe a psoém rouge, transporteur symport H+/lactose en

bleu.

La molécule doit rester intacte apres internalisatipour étre reconnue par les
glycosyltransférases. Il est donc nécessaire diireacles voies de catabolisme des molécules
internalisées. Le galactose internalisé par lado@cest normalement phosphorylé par la galkinase
GalK et les souches mutangga K- ont été construites pour empécher cette activiedla méme facon,
pour les souches mutantesZ- lacY+ I'hydrolyse du lactose par [&galactosidase LacZ qui a lieu
dans la souche sauvage n’est plus possible. & dé&nontré que la perméase LacY possede une large
spécificité et peut internaliser des trisaccharpessédant un galactose en liaifeoua- du cété non
réducteur comme par exemple le globotriose. Leosacinodifié portant un groupement allyle sur le

glucose réducteur peut également pénétrer darysdplasme de cette fagcon (Fort, 2008).

3. Les glycosyltransférases
La glycosylation par les glycosyltransférases gediafacon simple par addition successive de

résidus glucidiques sur un précurseur. Les génearyotes étant peu ou pas fonctionnels ¢hepli

sont difficilement exploitables dans notre systéhexpression bactérien. Les glycosyltransférases de
mammiféres sont des protéines de type Il caraé&sipar un court domaine N-terminal tourné vers le
cytoplasme, un domaine transmembranaire hydropHt@erage et une région tige liée au domaine

C-terminal catalytique connecté au lumen de I'apibde Golgi (fig 25).

Golgi
lumen

Globular

Cytoplasmic

Figure 25 : représentation schématique d’une gijftrassférase eucaryote.
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La région tige peut étre clivée par des protéas&septes dans le lumen et relarguée sous une
forme active soluble. De cette maniére, les glyltasysférases de mammiféres peuvent étre produites
dans la bactérie par surexpression du géne trongu®ddant que pour le domaine catalytique. Cette
stratégie a été appliquée pour la production dezyme a-3 GalT bovine pour la synthese
enzymatique de I'épitope-Gal (Fang, 1998). Cette GalT appartient a la fieml des GTs qui
comprend également les glycosyltransférases GGtRtresponsables des syntheéses des épitopes des
antigenes des groupes sanguins A et B. Il a étérenqune ces deux enzymes peuvent étre exprimées
chezE.coli et utilisées pour les syntheses enzymatiques degeaes des groupes sanguins. Souvent,
les protéines eucaryotes recombinantes produitelepdactéries sont dirigées vers le périplasme qu
constitue un milieu oxydant permettant la formaties ponts disulfures par le systeme Dsb (Rietsch,
1998). En effet, le cytoplasme est un milieu réductjui empéche la formation des ponts disulfures e
c’est pourquoi les enzymes eucaryotes ne sont @asctement produites ché&zcoli. Cependant,
cette stratégie ne peut étre utilisée dans nos&me d'usine cellulaire car les GTs surexprimées n

sont plus disponibles dans le cytoplasme pourdeti@n de glycosylation.

Contrairement aux génes eucaryotes, les genesrpotes sont généralement bien exprimés
chezE.coli. Les enzymes d’origine eucaryote sont naturelléropgrationnelles dans le cytosol. La
plupart des genes responsables de la synthésdrdesires oligosaccharidiques retrouvés chez les
bactéries ont été identifiés et caractérisés.distituent des outils essentiels pour la producties

oligosaccharides par notre systeme d’usine celtulai

4. Les voies de biosynthése des nucléotide-sucres
Les nucléotide-sucres de la sougheoli K12 sont essentiellement produits pour permettre la

synthese des constituants oligosaccharidiques ahetabrane externe (LPS, acide colanique...). Dans
notre systéme de production, ces voies métaboligeebiosynthese des nucléotide-sucres ont été

développées afin de disposer des donneurs en uismpiortante dans la bactérie.

1. Biosynthese de 'UDP-GICNAC

La bactérieE.coli synthétise de 'UDP-GIcNAc, utilisé pour formes Ipeptidoglycannes et le
lipide A qui sont des structures vitales pour latéde. La production en grande quantité du
trisaccharide LNT2 (GIcNAgR-3GaB-4Glc) par culture a haute densité de la souche.cdli
surexprimant le génigtA codant pour Ig-3 GICNACT, démontre que la bactérie peut foursisez
d’'UDP-GIcNAc pour la synthése (Mergaert, 1995).thex maximal de transfert d’'UDP-GIcNAc a
atteint 1.25 mmol/h/L lors de la synthese du LNTRadtir du lactose (Priem, 2002). Ainsi, aucune
ingénierie métaboligue n’est opérée dans la souditecoli K12 pour la production des

oligosaccharides contenant des résidus GICNAc.
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2. Biosynthese de 'UDP-Gal

La souche .coli K12 assure un flux minimal de biosynthése d’'UDP-@alir la synthése
des composants glucidiques de son LPS et de I'acildmique. Plusieurs molécules galactosylées ont
été déja obtenues par la méthode d’'usine cellutaile taux maximal de galactosylation a été oléserv
lors de la synthése du Gb3 a partir du lactoseiparsouche €&.coli surexprimant le gengtC codant
pour unea-4 GalT. Le rendement de production a été de 1Lthgte qui correspond a un taux de
galactosylation de 2.7 mmol/h/L (Antoine, 2005).t @emple prouve que la quantité d’'UDP-Gal
produit naturellement par la bactérie est suffisguur la synthése des oligosaccharides galactosylé

et qu'aucune ingénierie métabolique n’est nécesgaiur transformer la bactérie en usine cellulaire.

3. Biosynthese du GDP-fucose

Les quatre génes impliqués dans la synthése dufG&Re a partir du Man6P font partie de
I'opéron pour la production de I'acide colaniquéef®@nson, 1996) (fig 26). Le Man6P est converti en
GDP-Man par la phosphomannomutase et la ManlP gykramsférase codées respectivement par
les génesnanBet manC L’étape suivante consiste en une déshydratatioGBPMan en GDP-4-
keto-6-deoxy-D-mannose grace au g@med Le GDP-fucose est obtenu par I'action de la facos
synthase WcaG (Andrianopoulos, 1998).

Acide colanique
A

——
FrueP weaJ =
manA ~ GDP-Fuc
Man6P i~ - NADP
= wca
manB NADPH
mancC

Man1P

GDP-Man ——— GDP-4-keto-6-deoxyMan
gmd
UTP PP

gmd wcaG wcaH wcal manC manB wcaJ

x
-~  Geénes de I'opéron de l'acide colanique

()
surexpression Plasmide
Reégulateur positit

Figure 26 : Voie de biosynthése du GDP-Fuc dhepli.

Les génes de la biosynthése du GDP-Fuc sont derégetés avec ceux de I'acide colanique ;
or, l'acide colanique n’est produit par la bact@yige dans des états de stress. Par conséquelmPle G
Fuc ne peut pas étre obtenu dans des conditionsates de culture. Un systeme d’ingénierie
métabolique a été mis au point pour disposer du -@Gib&se dans la soucheEdcoli. Il consiste a
surexprimer le géene&csA qui code pour une protéine qui régule positivemees genes de la
biosynthese de I'acide colanique, donc aussi du-@&ib&se (Dumon, 2001). Cependant cette stratégie

requiert obligatoirement une souche mutamteJ-.
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4. Biosynthése de 'UDP-GICA

Comme la plupart des especes d'entérobacté&tiespli K-12 sécréte un exopolysaccharide,
qui contient de l'acide glucuronique et peut doyrtteétiser de 'UDP-GICA a partir d'UDP-glucose
dans une réaction catalysée par I'UDP-glucose déspgnase (UGD)E. coli K5 produit un
polysaccharide capsulaire avec une structure ditiép de base similaire a celle de I'héparinett€e
bactérie posséde une UGD supplémentaire, encodée genekfiD (Petit, 1995). Plusieurs molécules
glucuronylées ont été déja obtenues par la méthdidsine cellulaire (Yavuz, 2009), et la
surexpression dfiD a été en mesure de stimuler la synthése jusgpldidement total de I'accepteur.
Finalement, il a été démontré que l'expression éhegfiD est requise pour une glucuronylation
efficace.

5. La culture a haute densité
La masse des oligosaccharides produits lors dertaeihtation représente généralement 1 a

10% du poids sec (PS) de la biomasse. Cela signifiel0 a 100 mg d’oligosaccharides peuvent étre
obtenus a partir d'une culture bactérienne dansrlammeyer ou le PS est de 1 g/L. Les cultures en
erlenemeyer conviennent aux tests de comparais@ouehes ou encore aux tests d'utilisation de
nouveaux accepteurs ; elles permettent de validgrrocédé mais pas d'obtenir de grandes quantités
de produit. En revanche, si la production viseamdement de I'ordre du gramme, le PS des bactéries
doit étre augmenté d’un facteur 100 en menant uhiare a haute densité dans des fermenteurs. Une
facon d’'améliorer la production volumique d'une taud bactérienne est d’augmenter la densité
bactérienne. Le point crucial de cette méthodéaestnthese des oligosaccharides par des bactéries
croissance. Les parametres de fermentation somigsiéfe facon a contréler la croissance tout en
optimisant la production. Différentes stratégiestent la culture é&scherichia cola haute densité

de cellules. La culture a haute densité engenditipes de problémes a résoudre :

La limitation et/ou I'inhibition des substrats : balieu de culture utilisé est un milieu minéral
qui facilite le contréle de la croissance et la mmrsolubilité des différents substrats. En effes, |
milieux riches, treés concentrés ont tendance derhHe développement des bactéries et a favoaser |
contamination.

La formation d'acétate : des sous-produits aciéés que I'acide acétique ont tendance a
s’accumuler dans le milieu de culture et vont gé&galement la croissance bactérienne (Lee, 1996).
La forme protonée de I'acétate interfére avec talpction d’ATP en réduisant la différence de pH de
la force protomotrice. L'acétate est produit enorége a une sous-oxygénation des bactéries qui
passent en mode anaérobie, par conséquent, 'appa@ est minutieusement surveille (Geremia,
1994).

La limitation en oxygéne : les cultures demandeeat gilandes quantités d’oxygéne. O

Cependant I'apport en,Qlu fermenteur est limité et sa solubilité est @i Il faut donc veiller a
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avoir une bonne agitation au cours de la fermaemtatine autre facon d’éviter le manque g&3t de
réguler la croissance bactérienne en abaissamnipérature de production & 28°C et en adaptant

I'alimentation en source de carbone.

Pour optimiser tous les paramétres de culturemgteli au maximum la production de sous-
produits, la fermentation, adaptée par le laborataie déroule en trois étapes (fig 27). La presmier
phase correspond a la croissance exponentielldategries avec un apport initial de 17.5 g/L en
source de carbone qui peut étre du glucose ou ykérgll. Ce dernier est préféré par rapport au
glucose car son catabolisme limite I'accumulatidacétate dans le milieu. En revanche, selon la
toxicité des génes surexprimés ckeeoli, le glucose permet une répression cataboliqueamugieur
Lac des vecteurs. Apres consommation des 17.5tigurj la culture se poursuit par deux phases
d’alimentation en continu avec du glycérol. La déme phase dure 5 heures avec un débit
d’alimentation de 4.2 g/L/min de fagon a atteindigidement une biomasse élevée. La derniére phase
est menée avec un débit de 3.2 g/L/min jusqu’dnlaé la culture. Ainsi, la croissance est ralestie
un minimum d’activité métabolique est maintenu plauproduction d’'oligosaccharides. L'accepteur
est ajouté au début des phases d'alimentation perdaphase exponentielle de croissance des
bactéries. Au méme moment, le systeme est induit guition d'IPTG pour produire les
glycosyltransférases.

0,35 - r o140

~ 120
- 100

80
60

DO a 540nm

40
20

& T 0
0 8 15 16 19 22 24 40 50
Temps (h)
Phase | Phase Il Phase I
. — —— A
Augmentation Production des oligosaccharides
de la biomasse

Production d'oliaosaccharides (mM)

O Croissance bactérienne
A Production d’oligosaccharides

* Ajouts de I'inducteur et de I’accepteur dans le mulien de culture

Figure 27 : culture a haute densité d’'une souchE0@\ultivée sur le glycérol

Dans les conditions de culture & haute densitPSlale la biomasse atteint les 100 g/L et le
rendement en oligosaccharides de la productiordest a 10 g. Cette technique est assez facile a
mettre en ceuvre grace a un fermenteur de 2 L ddetipérature, le pH, l'apport ep $€ont contrélés,
et qui possede une pompe péristaltique pour l'aliateon. A la fin de la culture, le surnageant est

séparé du culot bactérien pour récupérer les fnragtextra- et intracellulaires. Elles sont toutss |
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deux purifiées et leurs compositions sont analydéesature des oligosaccharides retrouvés dans les
milieux extra- et intracellulaires dépend de laille, de leur hydrophobicité et de leur conceidrat
intracellulaire. Il a été observé gu'une partie dégosaccharides produits par la méthode d'usine
cellulaire est relarguée dans la fraction extratalle. Le mécanisme de sortie des oligosaccharides
n'a pas été clairement identifié mais il est prébdaju’'une diffusion passive s’effectue a travers la

membrane.

6. Les oligosaccharides produits par la méthode d'usecellulaire
Le tableau x rassemble une partie des diverseststes oligosaccharidiques obtenues jusqu'a

présent. L'accepteur dans le milieu réactionneltsuie multi-glycosylation séquentielle, réactiani g
augmente considérablement la taille, la complegitda diversité des structures synthétisées. Ce
procédé fait appel a de nombreuses glycosyltraasdér dont les génes sont mentionnés dans le

tableau 7.

Structures Nom Génes Rdt Références
*
Accepteur Lac
GalB-4GIcNAGB-3GaPB-4Glc LNNT IgtA, IgtB 5 Priemet al, 2002
[Galp-4GIcNACB-3]2GaB-4Glc LNnH IgtA, IgtB ND Priemet al, 2002
[Galp-4GIcNACB-3]3GaB-4Glc LNNnO IgtA, IgtB ND Priemet al, 2002
[GalB-4GIcNAB-3]4GaB-4Glc LNnD IgtA, IgtB ND Priemet al, 2002
GalB-4GIcNAGB-3GaB-4(Fuar-3)Glc LNnFP-V IgtA, IgtB, futA, rcsA 3 Dumonet al, 2004
Galp-4(Fuar-3)GIcNAGB-3GaB-4(Fua-3)Glc | LNnFH-II IgtA, 1gtB, futA, rcsA ND Dumonet al, 2004
Galp-4(Fuar-3)GIcNAGB-3GaB-4Glc Lex IgtA, IgtB, futA, rcsA ND Dumonet al, 2006
Fuar-2GaB-4Gilc 2'FuclLac futC, rcsA 14 | Drouillard et al, 2005
Fuar-2GaB-4GIcNAcB-3GapB-4Glc AgH-2 IgtA, IgtB, futC, rcsA ND | Drouillardet al, 2005
Neu5Aar-2GaB-4Glc GM3 nst, neuA 2.6 Priemet al, 2002
GalNAcB-4(NeuS5Aa-3)GaB-4Glc GM2 nst, neuA, wbpP, cgtA | 1.2 Antoineet al, 2003
Galp-3GalNAg-4(Neu5Aa-3)GapB-4Glc GM1 nst, neuA, wbpP, cgtA,| 0.9 Antoineet al, 2003
cgtB
Neu5Aar-8Neu5A@-3GaB-4Glc GD3 cstll, neuA 0.8 Antoineet al, 2005
[NeuSAar-8]2Neu5A@-3GaB-4Glc GT3 cstll, neuA 0.9 Antoineet al, 2005
Galo-4GaB-4Gilc Gb3 IgtC 7 Antoineet al, 2005
Accepteur Gal
GalB-4GIcNAB-3Gal type 2 IgtA, IgtB ND Priemet al, 2002
Galp-4(Fuar-3)GIcNAB-3Gal 4l ex IgtA, 1gtB, futA, 6 Dumonet al, 2006
nanBC, gmd, wcaG
Accepteur Gb3
GalNAc3-3Gab-4GaB-4Glc Gb4 IgtD, wbpP 0.9 Antoineet al, 2003
*g/L

Tableau 7 : Structures oligosaccharidiques proglyise la méthode d'usine cellulaire.
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7. L utilisation des oligosaccharides comme accepteude sulfatation
Le procédé d'usine cellulaire a été inventé eellippé dans notre laboratoire. L’activité

« oligosaccharides recombinants » est I'un degdleide la recherche mené au CERMAYV dans le
domaine des glycosciences. La banque de glycarmuesnbinants produits actuellement est vaste
mais une seule structure sulfatée est représetddechitooligosaccharides sulfatés (Samain, 1997).
Pourtant les glycannes sulfatés sont des motifosdiccharidiques assez répandus, retrouvés chez
toutes les espéces, d'une grande importance biplegcar ils sont impliqués dans de nombreux
processus biologiques comme nous l'avons vu. L@mnsion des nouvelles synthéses telles que
celles de ces glycannes sulfatés semble donc rémegsour conserver le leadership que nous
possédons actuellement au laboratoire. La pogéiloié fournir au monde scientifique une banque de
glycannes sulfatés plus vaste et plus diversi@éggrande quantité et facilement, représente égalem
un challenge appréciable.

Par chance, parmi les structures glycanniques wmmé maitrisons la biosynthése, plusieurs
s’averent étre des structures précurseurs de atidiat L'étude et le développement de
sulfotransférases actives sur ces motifs et capalgdaéaliser la biosynthese totadevivo chezE.coli

de motifs sulfatés d’'intérét est un challenge aimilnxt que nous avons essayeé de relever.

8.La levure S.cerevisae
La production des glycannes cHezoli par le procédé d’usine cellulaire est actuellenbés

maitrisé et permet la biosynthése de nombreuseststes oligosaccharidiques. Les avantages de
l'utilisation d’'une telle technique sont nombreuxt ks inconvénients moindres. Cependant
'adaptation d’'une telle technologie & un autrgamisme peut s’'avérer payant. Notamment, la
production de la plupart des glycannes d’intérétréalisée pour I'étude et la compréhension de
I'action de ces glycannes dans des mécanismesatiadiez 'homme. De ce fait, la plupart des génes
surexprimés et utilisés ch&zcoli sont d’origines eucaryotes. Bien que cela ne géséralement pas
de problémes, I'expression de genes eucaryotes, fait la production de motifs d’origine eucaryte
chez un organisme procaryote peuvent s’avérecilifet contraignant.

En paralléle, le développement de systemes de gtiodude protéines recombinantes qui
peuvent étre appliquées a un large éventail d'tfgezst un domaine clé de la recherche. Cela est
particulierement vrai pour la production de progégdirmembranaires et qui ne peuvent pas encore étre
produits avec des rendements élevés d'une manigeisiple. La production de protéines
recombinantes est universellement utilisée comnmeeaatution pour obtenir des milligrammes, voir
des grammes d'une protéine donnée nécessaire @e@apglications aussi diverses que la génomique
structurelle et la fabrication de produits biophaceutiqgues. Cette optique a été appliquée a la
production de glycanne chez la bactérie. Maintenans envisageons de transférer cette approche a la

biosynthese de glycannes d'intérét chez la levure.
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Le modele de levure que nous avons utilisé pouliqamy le procédé d'usine cellulaire a la
production & haute densité de glycannes d'intén@&zda levure est I'organismBaccharomyces
cerevisiae.

Utilisée depuis longtemps pour la production denpde vin, la levurés.cerevisiaa été trés
étudiée et bien caractérisée. Une grande connaiss#m sa génétique, de sa physiologie et de sa
biochimie ont été atteints, permettant I'établissetnde robustes méthodologies de biologie
moléculaire et de technologies de fermentation.e8pa révolution génomique, de nombreux outils
ont été développés utilisant la levure, et de neodes informations a propos des niveaux
d’'expression des genes, des structures et desd#axmeétabolites sont disponibles et facilement
accessibles. S.cerevisiae est largement utilisé comme usine cellulaire dahisdustrie
biotechnologique, mais elle sert également d’oigyarimodéle eucaryote.

S.cerevisiaeest un microorganisme unicellulaire et comparé augaryotes supérieurs, sa
manipulation génétique est facile. Une grande téride vecteurs d'expression, de marqueur
d’auxotrophie et de protocoles de transformatiditages sont disponibles. Plusieurs techniques de
biologie moléculaires sont appliquées en routinecaset organisme et une grande collection de
mutants a été construite, caractérisée et rendpemible.

De plus, la levure est un organisme au statut GR&&herally Regarded As Safe), faisant de
lui une plateforme de production attractive poumnulédtiples applications. Due a sa facilité de adtu
sur des milieux minimum minéral sans conditiongtipalieres, et soutenu par sa longue utilisation
avec des fermentations a grande échelle, cetted@at I'une des usines de cellules les plus eréplo
pour la production de protéines recombinantes @roduits chimiques.

Comme les microorganismes compartiment@sgerevisiaeest capable, a la difference des
procaryotes, d’effectuer la transformation et Iplissnent des protéines, un aspect particulierement
attractif pour I'expression de protéines recombieande mammiféres. Cependant, les levures et
’lhomme ont des voies de glycosylation différentesqui peut étre un inconvénient si cela conduit &
la formation de protéines qui induisent une répamseunogenique.

S.cerevisiaes’avere donc une option attrayante et flexiblerdaubiosynthese de glycannes

recombinants dans le cadre de l'usine cellulaire.
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|. Essal de sulfatation cheZEscherichia coli K12

1. Biosynthése totald@n vivo de I'épitope HNK-1
Le motif épitope HNK-1 a été caractérisé commerigatcharide 3-sulfo-GlcA(L-3)GalB1-

4)GIcNAc. La HNK-1ST deRattus norvegicusst responsable vitro de la biosynthése de I'épitope
HNK-1 sur les glycoprotéines et des glycolipidesKBer, 1997) a partir du motif accepteur naturel
oligosaccharidique non sulfaté HNK-1 atypique (QRHR3)GalB1-4)GIcNAc-R). La HNK-1ST est
également capable de réaliser une sulfatation dif @&cA-Lac, dont la biosynthése est maitrisée
dans le cadre de l'usine cellulaire (Yavuz, 20@8s essais de sulfatation avec la HNK-18Vivo
sur cet accepteur ont donc été réalisés dans ke cadl'« usine cellulaire » chdzcoli. Plusieurs
voies de biosyntheses ont été testées a partiifféecdts accepteurs lactosides et de différentege

de sulfotransférases codant pour une HNK-1ST.

1. Biosynthese et disponibilité des précurseurs de $atation
La production du GlcA-Lac au laboratoire été ré&disx partir du lactose internalisé par la
souche HN7 qui surexprime le gégleAT-P codant pour I$1-3 glucuronyltransférase de souviss
musculuset le genekfiD encodant pour la UDP-Glc déshydrogénaseEdmli K5, cette derniere
permettant de disposer d’'une réserve endogéne dGIOR dans la cellule bactérienne (fig 28).
L’expression du plasmide pBfeAT-kfiD chezE.coli K12 en culture haute-densité a permis la

biosyntheése du motif GIcA-Lac dans ces conditiodsggpar litre de culture.

Gal(P1-9Glc
0 Figure 28: Voie de biosynthese in
e ey — - vivo pour la production de GICA-
y LvJ lacz “’\;‘ Lac-Allyle dans les bactéries
* Gallf1-4C1e it recombinante<.coli. Le lactose est

internalisé par la B-galactoside
perméaselacY et ne peut pas étre
mp’cmm’”"* dégradé a cause de linactivation de
lacZ. Il est glucuronylé par la
glucuronyltransférase B1,3-GICAT
encodée par le géngIcAT-P de
M.musculus Parallelement, 'UDP-

UDP

Source d'énergieet

"k.,_% CIeA(PL-3)Gal(B1-4)Glc decarbone glucose déshydrogénase de la souche
N 1 1 _d d’E.coli K5 (kfiD) catalyse la
GIeA(B1-3)Gal(BL-4)Glc Glycérol synthése endogéne d’'UDP-GIcA.
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a) Biosynthese du GIcA-Lac

Lors de la biosynthése par Yavuzaétdu GIcA-Lac par la souche HN7, le plasmide dikait le
pBlueScriptglcAT-kfiD. Dans notre stratégie mise en place pour I'étudia delfatation par la HNK-
1ST, ce plasmide n’était pas compatible avec lasmides d’expression porteurs du gink-1STra
cause des résistances antibiotiques et des origamesplication. Le choix a donc été fait de cloleer
duo de géne$IcAT-kfiD sur un plasmide pACT3. Ce plasmide est caractg@séun plus faible
nombre de copies (ori P15A) compensé par un pram@&eac plus fort que le Plac, ce qui lui confere
un niveau global d’expression équivalente aux pidesmPlac/ColE1 (Dykxhoorn, 1996). Le plasmide
pACT-gIcAT-kfiD a ainsi été construit et transformé dans la biackéte ZW (souche dérivée K12 du

laboratoire) pour former la nouvelle souche LB-10.

La culture de 200 mL de la souche LB-10 a été séaldans les conditions standards avec 5 g/L
de lactose et une alimentation glycérol 50%. Autlalmu76 heures de production, aucun probleme de
croissance n'a été observé et la culture a étééatr&ne analyse par CCM (fig 29) du suivi de la

culture a été réalisée.

- ety ——— % TP L R S ———

Lactose——>

GlcA-Lac (1) —>

Std 16 24 40 45 64 70 76 16 24 40 45 64 70 76
extracellulaire [ intracellulaire

Figure 29 : chromatographie sur couche mince aedidns extracellulaire et intracellulaire issues d
la culture de la souche LB-10 surexprimant les gé&gieAT-P et kfiD sur le plasmide pACT3 a
différents temps de culture : 16 heures, 24 he(ingkiction), 40 heures, 45 heures, 64 heures, 70
heures et 76 heures (Arrét) a partir de 5 g/L deoize.

L'accepteur initial lactose est accumulé dans Idemiintracellulaire ou il a été entierement
modifié en produitl. Le produitl a été identifié comme le produit attendu GIcA-Lee qui validait le
fait que l'expression des genggcAT-P et kfiD, cloné dans le plasmide d’expression pACT
permettait toujours une addition de I'acide gluciigoe sur le lactose.

Finalement la formation en fin de culture dansrétion intracellulaire d’'un second prodgita
été détecté. Le prodult a été purifieé sur CCM et a été identifié par sppeoétrie de masse basse

résolution comme étant de 'UDP-GIcA. La formatiem fin de culture d’'UDP-GICA était le résultat
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de la surexpression du gekfiD par les bactéries. Cette surproduction d’'UDP-Gicdvait pas été

constatée lors de I'expression du g&fiB dans le vecteur pBlueScript.

Une concentration importante de précurseur de ghmglation pouvait étre génante lors des
phases de purification des produits sulfatés ssine8 échangeuses d’anions. En effet, 'TUDP-GICA,
porteur de la fonction GIcA, se comporte comme todpit chargé négativement et fournit un sous-
produit non désiré contaminant de plus lors deutiéh, impliquant une plus grande difficulté de

purification des oligosaccharides sulfatés, d’oa baisse de rendement.

Nous avons donc cherché a empécher la sur-produtidDP-GICA. Pour cela, le ger@IcAT-P
a été conservé sur le plasmide pA@Tais le gen&fiD a été exprimé a un niveau plus faible dans un
plasmide pBBR3, porteur de I'ori bhr a faible copteporteur du promoteur Plac inductible gix
galactosides. Le plasmide recombinant a été cafmemé avec le plasmide pAGJeAT dans la
souche ZW pour donner la souche recombinante LB-11.

La culture de 200mL de la souche LB-11 a été réalgans les conditions standards a partir de 10
g/L de lactose initial et une alimentation en ghpt®0% additionnée de 10 g/L de lactose. La caltur
s’est déroulée sans probleme de croissance etaarétée aprés 24 heures de production. Une analyse

par CCM des fractions intra- et extracellulaireafes a été réalisée (fig 30).

Lactose ————» s —
| ——
GlcA-Lac > —
r© 1) ';)' 4 - |
intra extra Std

Figure 30 : chromatographie sur couche mince degidins intracellulaire et extracellulaire issues d
la culture de la souche LB-11 surexprimant les ggh@AT-P sur le plasmide pACT3 éfiD sur le
plasmide pBBRapres 24 heures d’induction. Un standard de lactbde GIcA-Lac a été déposeé.

Le lactose a été internalisé et transformé en Glad- qui a été exporté dans le milieu
extracellulaire. Aucun autre produit n'a été déedans les deux milieux, nhotamment aucune sur-
production d’'UDP-GIcA n'a été réalisée au courdadeulture. La consommation du lactose ainsi que
sa transformation en GIcA-Lac n'ont pas été totdiedait que la culture de la souche ait été agrété
aprés seulement 24 heures d’induction. Néanmoinsolache LB-11 s’est montrée capable de
synthétiser du GIcA-Lac a partir de lactose sacsimalation de précurseur UDP-GIcA dans le milieu

intracellulaire.
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b) Biosynthéese du GlcA-Lac-Allyle

L’épitope HNK-1 a de nombreuses implications danségénération des cellules nerveuses et est
notamment présents sur des glycoprotéines et gesligides. C'est pourquoi nous avons souhaité
synthétiser des néoglycoprotéines porteuses di@pitdigosaccharidique sulfatés, qui pourront étre
utilisées lors de possibles tests biologiques amaee la régénération des cellules nerveuses. Une
stratégie de biosynthése a été envisagée a pactepteurs fonctionnalisés, porteurs a leur extegm
réductrice d’'un groupement activable allylique pettent un greffage d’'un oligopeptide ou d'une
protéine par couplage par amino-réduction.

Des travaux réalisés par notre équipe ont démaoyked’'accepteur fonctionnalisé Lac-Allyle était
pris en charge par la lactose perméase LacY quoigitait un transport du Lac-allyle a l'intérieur lde
cellule bactérienne ou il peut étre glycosylé (Fa2€05). Dans notre stratégie d’essais de sulfatati
par la HNK-1ST chek.coli, la production du GIcA-Lac-Allyle, I'accepteur delfstation, a pu étre
réalisée (fig 31).

OH

HO
NaOOC OH
Ho ° % mo o~
HO o o 4
OH OH
OH

Chemical Formula: C54Hz3NaO47
Figure 31: structure du motif oligosaccharidique&Lac-Allyle, précurseur non sulfaté de

'analogue de I'épitope HNK-1

Pour cela une culture de 200 mL de la méme souh#&OLque précédemment utilisée avec du
lactose, a été réalisée dans les conditions stam@apartir de 2.5 g/L de Lac-Allyle initial et une
alimentation en glycérol 50%. Aprés 30 heures adelyetion, la culture a été arrétée sans probléme de

croissance détectée, et une analyse par CCM aadigée (fig 32).

Lac -Allyle ——=> =& -
- W e <— GlcA-Lac-Allyle
3
UDP-GIcA )——> @
st 6h  24h 30h  6h  24h  30h

intracellulaire extracellukair
Figure 32 : chromatographie sur couche mince dastifins extracellulaires et intracellulaires

issues de la culture de la souche LB-10, surexmtines geneglcAT-P etkfiD a partir du Lac-
Allyle a différents temps de production : +6 heuapsés induction, +24 heures et +30 heures ; le
standard est composé de Lac-Allyle, GlcA-Lac-AllgleUDP-GICA.
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L'accepteur Lac-Allyle disparaissait totalement dhilieu extracellulaire au profit de son
internalisation dans le milieu intracellulaire. famation d'un produi3 majoritaire dans la fraction
extracellulaire et d’un produ majoritaire dans la fraction intracellulaire oté éétectées. Le produit
2 a été identifié comme I'UDP-GIcA. Pour caractériseproduit3, sa purification a été réalisée par le

protocole de purification des oligosaccharides gésir

Une purification des milieux extra- et intraceliés a donc été réalisée de maniére a purifier et
dessaler le produiB, et pour notamment éliminer 'UDP-GIcA. Une premiépurification des
oligosaccharides chargés grace a une résine éarsnd&@anions Dowex 1x4 sous forme HLC® été
réalisée sur les deux fractions séparément. Urlgsenpar CCM des fractions éluées au cours de cette

purification a été réalisée (fig 33).

Produit3 ————»

UDP-GIcA ———> C X_ D

Std avant apres avantapres
intracellulaire /  extracellulaire

Figure 33 : chromatographie des fractions avaapets passage sur la colonne remplie de résine
Dowex 1x4 (HCQ) lors de la purification par chromatographie d@ope d’'ions des fractions
intra — et extracellulaire de la culture de la $mutB-10 & partir du Lac-Allyle. Un standard

GIcA-Lac-Allyle a été déposé.

Le produit3 a été retenu sur la résine échangeuse d’aniorét élué grace au bicarbonate de
soude 0.5M. Ce résultat indiquait que le proddiigtait chargé négativement et pouvait donc
correspondre au GIcA-Lac-Allyle. Cependant, la fication du produiB de la fraction intracellulaire
n'avait pas eu lieu, 'UDP-GICA était toujours peés. L'UDP-GIcA, composé porteur d’'un résidu
GIcA et chargé négativement, a été élué par udigma 0-1M de bicarbonate de soude en méme

temps dans les fractions contenant le pra8luit

Autre probléme important rencontré au cours deegaitification, une partie des oligosaccharides
chargés n’était pas retenue par la colonne ; &difms non retenues par la résine Dowex 1x4 (FNR)
lors de la charge des fractions intra- et extratahe sur la colonne ont été analysées par CCil (fi
34).
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Produit3 ——» ©

Std FNR FNR
intra extra

Figure 34 : chromatographie des fractions non teger{FNR) par la résine Dowex 1x4 (HEO
lors de la purification par chromatographie d’éded’ions des fractions intra — et extracellulaire

de la culture de la souche LB-10 a partir du Lalgdal Un standard GIcA-Lac-Allyle a été déposé.

Une partie du produiB s’était retrouvé dans les fractions non retenwaslgprésine, la colonne
chargée en résine Dowex 1x4 sous forme E@O retenait donc pas tous les oligosaccharidagéba
La capacité de la résine était pourtant suffisgoater retenir plusieurs grammes d’oligosaccharides
chargés. Une seconde chromatographie échangeusendaa été réalisée avec un volume de résine
plus important mais une portion oligosaccharidigmportante était toujours observée dans la fraction
non retenue. Malgré une régénération compléte desiae, le probleme persistait toujours.

Les fractions chargées sur la colonne contena@ries une forte concentration en sels ce qui
pouvait perturber la rétention des molécules ohgobaridiques chargées sur la résine et entrainer
cette fuite au travers de la colonne. Une purificatdu produit3 devait étre réalisée autrement,

notamment avec un dessalage préalable des fraetilmsun changement de résine.

Une autre méthode de purification du produit été testée avec la fraction extracellulaireidde
de facon habituelle avant la purification des dgecharides neutres, la méthode de dessalage sur
charbon actif est trés pratique, rapide et efficAtesi le surnageant a été chargé sur du charbiiin a

Aprés ringage a I'eau distillée, une CCM de coatedéteé réalisée (fig 35).

Produit3 —M8M8M » _—

Std | Il IV Std

Figure 35 : chromatographie sur couche mince degifins contenant les oligosaccharides avant
passage sur charbon actif (1), de la fraction retenue lors de la charge sur charbon (ll), de la
fraction correspondant au rincage a I'eau disti{lé et de la fraction correspondant a I'élutian
I'éthanol 50% (IV) lors de la purification sur cbhan actif du produi8. Le standard UDP-GIcA a

été déposé.
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Le produit3 n'a pas été détecté dans la fraction Il correspond la fraction non retenue sur le
charbon, indiquant que le proddita été retenu par le charbon actif. Cependantdduir3 a été
détecté dans la fraction Il correspondant au lavég charbon par I'eau distillée et trés peu détect
dans la fraction IV correspondant a I'élution daddon par I'éthanol 50%. Ces résultats indiquaient
que le produi3 a été élué en grande partie du charbon par de desillée. Cependant en s’éluant
avec I'eau distillée, le produlta été récupéré dans la méme fraction que lesrseé&aux, et donc le
dessalage n’a pas été réalisé. Cette méthode dalalgs, trés efficace pour des oligosaccharidesslib
non fonctionnalisés en position anomérique, ne &mpas capable de dessaler efficacement une
solution contenant des oligosaccharides fonctiosésl Les présences de la fonction allyle en pwsiti
anomérigue ou de la charge négative pouvaientnpertiiadsorption du produ@ sur le charbon actif.

La purification de ce composé a été continuée néarmpar une chromatographie par échange d’'ions.

La résine Dowex 1x4 (HCO3-) précédemment utiliségai révélée peu efficace pour une
purification du produiB car elle ne retenait pas les oligosaccharideggésatJne autre résine de plus
forte affinité a été utilisée ; Une partie du privdBi(540 mg) issue de la fraction extracellulaire a été
purifiée par chromatographie d’échange d'anion grada résine DEAE A25 sous forme AcO- (fig
36).

A25-3 A25-4
A25-2' ' '

Produit3 A25-1

v

v

UDP-GIcA

Figure 36 : Chromatographie sur couche mince a@esidins élués au cours de la purification de la
fraction extracellulaire de la culture de la soutBel0 a partir du Lac-Allyle sur une colonne de
résine DEAE A-25 (AcQ avec une élution grace a un gradient de ACONBMD-

Des fractions non pures (A25-2) et pures (A25-825-4) contenant le produ& ont été récoltées
apres élution par un gradient Ad0-1 M), la fraction A25-1 contenait de 'UDP-GlcMéme si cette
purification a été efficace pour séparer les cordpantre eux, les fractions A25-3 et A25-4 ont été

éluées avec du AcONa de 0.3M a 0.8M. Un dessalagienécessaire.
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Une autre méthode de purification utilisée est Heomatographie par perméation sur gel qui
sépare les molécules en fonction de leur taillee partie (2 ml) de chaque fraction A25-2, A25-3 et

A25-4 a ainsi été purifiée par GPC sur une colafmgel HW40 avec une élution a I'eau distillée (fig
37).

GlucAlac-allyl-I-A25-4 - Réfractom
GlucAlac-allyl-I-A25-3 - Réfractom
45 GlucAlac-allyl-I-A25-2 - Réfractom

30 ““‘f

mV

tion

T — T T
300 400 500 600 700

Figure 37 : purification par chromatographie d’'esibn sur gel HW40 du produBtdes fractions

non pures A25-2 et pures A25-3 et A25-4 issues aeurification par chromatographie
échangeuse d’ions sur DEAE A25.

Tous les sels ont été élués en fin de purificathoitissue de I'élution, le produiB présent
dans les tubes 22-23 et 24 de la fraction A25-# aassemblé et analysé. Il s’agit du GIcA-Lac-Kly

Ce produit a fait 'objet d'une analyse détaillée, raison de son originalité et de la publicatiersd
synthése (Bastide, 2010).

Ses caractéristiques sont les suivantes :

Pouvoir rotatoire 4]*%; —18.2 € 0.6, HO)

Assignements RMN du proton et du carbonéd: RMN (D,0) d 6.0 (m, 1H, OCHCH=CH,); 5.39
(dd, 1H,J 1.5, 17 Hz, OCKCH=CH,); 5.29 (d, 1H,J 10.5 Hz, OCHCH=CH,); 4.68 (d, 1HJ 7.8
Hz); 4.54 (d, 1HJ 8 Hz); 4.51 (d, 1H) 7.8 Hz); 4.40 (dd, 1H) 5.5, 12.5 Hz, O8,C=CH,), 4.24

(dd, 1H,J 6.5, 12.5 Hz, O8,C=CH), 4.20 (d, 1H,) 3 Hz), 3.99 (dd, 1H] 2, 12.5 Hz), 3.83-3.51 (m,
12H), 3.42 (m, 1H); 3.35 (t, 1H,8.5 Hz)
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%C RMN (D,0) 6 176.6; 133.9; 119.4; 104.3; 103.2; 101.7; 82.99786.8; 75.9; 75.7; 75.4; 75.0;
73.8;73.5;72.4;71.3; 70.8; 68.7; 61.7; 60.7

Masse haute résolution : HRMS (MALDI-TOF) Calculpeur GiHssNaQ; [M+Na]™: 603.1513
Trouvée 603.1495

La purification directe du GIcA-Lac-Allyle par peéation sur gel HW40 était la méthode la plus
directe et la plus efficace (52% de rendement defigation) pour purifier I'oligosaccharide
fonctionnalisé. Cependant cette technique ne péainéd purification que de centaine de mg de
produit a la fois. Dans l'optique d’'une productien grande quantité, le verrou de la durée de la
purification devra étre levé par une autre méth@aeplus les oligosaccharides visés seront sultdtés
donc multichargés négativement, ce qui pourra énfiositivement ou négativement sur les résultats

de purification avec les méthodes déja essayées.

Au final, la souche LB-10 est donc capable de sitighr du GIcA-Lac-Allyle. Cependant a I'issu
des 30 heures de production, tout le trisacchdoiaeé est exporté hors de la cellule ce qui exaliet

sulfatation enzymatique.

Une biosynthese de l'accepteur GlcA-Lac-Allyle parsouche HN7, surexprimant les genes
glcAT-Pet kfiD sur le plasmide pBlueScript (Yavuz, 2008), a éadisée a partir de Lac-Allyle et une
alimentation en glucose 50%. Aprés 46 heures deéugtion sans probléme, la souche HN7 a
également synthétisée du GIcA-Lac-Allyle mais sans-production d’'UDP-GIcA (résultats non

montrés).

2. Essais de sulfatation

Lors de la biosynthése du motif HNK-1, la sulfaiatiest catalysée par la HNK-1ST.
Contrairement aux glucuronyltransférases, il n‘exigu’'un seul type de sulfotransférase impliquée
dans la synthése du HNK-1. Les génes codant pewguldotransférases HNK-1ST de rat et d’humain
ont été identifiés (Ong, 1998, Bakker, 1997). &atre, peu d'études biochimiques ont été réalisées
les domaines catalytiques exprimés dans des ligogladaires CHO sont capables de sulfater des

accepteurs oligosaccharidiques synthétiques.

a) HNK-1ST de Rattus norvegicus
L'équipe de Bakker a décrit lisolement de 'ADNarte sulfotransférase de rat. L'enzyme
clonée est capable de synthétiser les structuremues du HNK-1 sur les glycolipides et
glycoprotéines (Chou, 1986). L'enzyme exprimée cttez CHO comme une protéine de fusion
soluble (en Nt) avec la protéine A pouvait trareféin sulfate provenant d'un donneur de sulfate au

substrats accepteurs contenant un terminal d'atuderonique (Bakker, 1997).
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Pour réaliser nos essais de sulfataiiornvivo, nous avons cloné le méme gene Ritus
norvegicusencodant la HNK-1ST a partir de cDNA de cerveauadePour une expression active de
la protéine soluble dans le cytoplasme des bastdaaégion transmembranaire de 17 acides aminés
(WLLLAACFWVIFMFMVA) a été supprimée.

Le plasmide d’expression pBBRik1STrMa été co-transformé avec le plasmide gBS\T-
kfiD dans une soucheH'coli ZW et la souche LB-02 a été obtenue.

La culture d’1L de la souche LB-02, surexprimarst ¢@negIcAT-P, kfiDet hnk-1STr.a été
réalisée dans les conditions standards a parbrgle de lactose et une alimentation en glycéréh50
Aprés 44 heures de production, la culture a ététeersans probléme de croissance observé. Une
analyse par CCM des fractions intracellulairesxéiaeellulaires recueillies au cours de la culimeté

réalisée (fig 38).

Lactose t[’, S 4
GlcA-Lac > - ; .

— Produit 4
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Figure 38 : chromatographie sur couche mince degifins extracellulaire et intracellulaire

issues de la culture de la souche LB-02, surexpiirtes génegIcAT-P etkfiD dans le plasmide
pBlueScript etink-1STrdans le plasmide pBBRa partir du lactose a différents temps de pradoct
+4 heure apres induction, +17 heures, +30 heured4heures; des standards de lactose et GIcA-Lac

ont été déposes.

Le lactose a été consommé totalement au terma delture et a été transformé en produit
GlcA-Lac dans le milieu intracellulaire puis extaliné et accumulé dans le milieu extracellulaira. U
nouveau produi apparaissait dans le milieu intra et extraceltalaandidat possible de I'action de la
sulfotransférase. Pour identifier ce proddiiplus facilement, une purification des oligosacides
chargés du milieu intracellulaire a donc été réalidJne analyse par CCM a été réalisée a l'isssie de

différents passages sur résines (fig 39).
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Figure 39 : chromatographie sur couche mince dé&elntes fractions obtenues lors de la purificatio
des oligosaccharides chargés de la fraction irlttéaee de la culture de la souche LB-02,
surexprimant les genafcAT-P, kfiDet hnk-1ST.Un standard de lactose/GIcA-Lac a été déposeé ;
L’échantillon 1 était la fraction intracellulairen&le chargée avant purification, I'échantillontaiéla
fraction éluée apres le passage sur la résine IR#20'échantillon 3 était la fraction éluée aptes
passage sur la résine Dowex 1x4 sous formieeCl'échantillon 4 était la fraction éluée apres |

passage sur la résine Dowex 66 sous forme OH

Le produit4 n’était plus présent dans la fraction d’élutiomesple passage sur la résine Dowex
1x4 sous forme CINotre produitd était accroché a la résine et donc chargé négagive Une élution
directe de la résine avec un gradient discontinbic&rbonate de sodium (OM, 0.1M, 0.25M, 0.5M et
1M) a permis d’isoler une fraction de proddipur, qui a été analysée par spectrométrie de masse
basse résolution (fig 40).
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Figure 40 : spectre de masse en mode ESI négagpifativit4 purifié de la fraction intracellulaire de
la culture de la souche LB-02, surexprimant leseggitAT-P, kfiDethnk-1STa partir du lactose.

Sur le spectre du prodult un pic moléculaire a la masse m/z = 640.84 pdwoarespondre

a un produit [M-3H+2NaJavec une masse de 597.84 g/mol. Le produit suifaehdu Sulfo-GICcA-

Lac possede une masse moléculaire calculée de&b§8nbl. Le produit pourrait donc correspondre

84



au produit sulfaté attendu, indiquant que la soudd®2, sur-exprimant la HNK-1ST de rat, serait
capable de sulfater I'accepteur GIcA-Lac. Une asmlplus avancée de ce produit est cependant

nécessaire pour confirmer ce résultat, non réatisgesllement par manque de produit.

Afin d’améliorer I'activité de sulfatation de la HN1 de rat, une augmentation de la
production du donneur de sulfate, le PAPS, a émnbédéegrace a la sur-expression des genes
responsables de la biosynthese de PAPS Rireeliloti Pour la synthese et la régénération du PAPS,
deux enzymes sont souvent surexprimées : une Alftihydase et une APS kinase. ChRezmeliloti,
les génesnodPQH,indispensables pour la sulfatation des lipochigmdaccharides (Roche., 1991),
encodent cette ATP sulfurylase et cette APS kiif@sbwedock, 1990). Nous avons donc cloné les
genesnodPQ deR.melilotisur le plasmide d’expression pBB&Rfaible nombre de copie. Nous avons
également cloné le géhek-1STrsur un plasmide d’expression a plus grand nombmdies pACE
Ces deux plasmides ont été co-transformés avptagmide pBSjIcAT-kfiD dans une souche ZW
pour former la souche recombinante LB-03.

Plusieurs cultures de 1L de la souche LB-03 ontréifisées dans les conditions standards
avec 5 g/L de lactose comme accepteur initial eglgcérol 50%. Aprés une bonne croissance de la
souche en milieu riche LB 2% Glc (préculture), ¢edtures en milieu minimum de la souche LB-02
présentaient une croissance trés faible dans léenretas, parfois une mortalité.

Les probléemes de croissance des souches semldaientder avec I'induction des genes. La
surexpression deodP et nodQ pouvaient donc entrainer une production de PAPSsgmblait
responsable de la mortalité des bactéries. lldautigner que le nombre de copiesndelPQchezR.
meliloti est de deux, alors que le nombre de copies dunmaspBBR est d’environ 30. Il est
communément admis qu'une accumulation de PAPS E&seherichia colientraine une toxicité
(Neuwald, 1992).

L’expression du génbnk-1STrsur le plasmide pBBR3 s’étant révélée peu effiqamer la
sulfatation de I'accepteur GIcA-Lac, celui-ci a éténé directemergn amont du génglcAT-Psur un
plasmide d’expression pBlueScript a grand nombreagées et sous le contréle d’'un promoteur Ptac.
Le plasmide obtenu pBBak1STr-glcATa été transformé dans la souche ZW pour formeolatse
LB-05.

La culture d'1L de la souche LB-05 a été réalis@msdles conditions standards de
fermentation avec 2.5 g/L de lactose comme accepi#ial et du glycérol 50%. Aprés 28 heures de
production sans probléme, la culture a été arr@t&grés I'analyse par CCM, le lactose initial @ ét
internalisé dans les cellules et transformé en laé, exporté dans le milieu extracellulaire (réstgl
non montrés). Aucun autre produit n'a été détect&caurs de cette culture, la souche LB-05 ne

semblait pas capable de sulfater I'accepteur GlaeA-L
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Il semble donc que I'absence d’activité de la HNKF de rat ne soit pas forcément liée a un
probléme d’expression. Un nombre croissant de mappécents ont révelé I'existence de complexes
de glycosyltransférases dans l'appareil de GolgiGdaffenried, 2004), et certains de ces complexes
permettaient aux enzymes d'avoir des activitédytafaes supérieures a celles des enzymes seules
(Seko, 2005). Une équipe travaillant notammentl'épitope HNK-1, a démontrée une amélioration
de l'expression de la HNK-1ST lorsqu’elle était gude en fusion avec la glucuronyltransférase
gIcAT-P ou gIcAT-S (Morita, 2008) (fig 41).
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Figure 41: diagramme schématique de la formatien abmplexe enzymatique entre une

F S0, oA -Gal RN Ao

glucuronyltansférase (GICAT-P ou GICAT-S) et la HNRT dans les cellules, résultant dans la
biosynthese efficace du glycanne HNK-1 (Morita, 200

Nous avons donc entrepris la réalisation de pregede fusion. Ainsi la séquence codante de la
partie catalytigue du gérfenk-1STrde rat et le genglcAT-P de souris ont été clonés sur le méme
plasmide pBlueScript selon deux stratégies de gewmkifférentes. Les plasmides pBBAT-hnk1STr
et pBShnk1ST¥gIcAT ont été obtenus et étaient responsables respeetinete la production des
deux protéines de fusion PFI GICAT-HNK1ST et PFNIKILST-GICAT. Ces deux plasmides ont été

respectivement transformés dans la souche ZW pomnef les souches LB-08 et LB-09.

Parallélement, les cultures de 200 mL de la sowd@8 et LB-09 ont été réalisées dans les
conditions standards a partir de 5 g/L de lactvsme alimentation en glucose 50%. Aprés 10 heures
et 12 heures d'induction, les cultures des souohegté arrétées a cause d’'une absence de cr@ssanc
des souches. Les cultures des souches ZWHBSSTrgICAT et ZW-pBS-gICAT-hnk1ST semblaient
poser un probleme de croissance aprés inductiorgéless. La production des protéines de fusion
pouvait étre la cause de cette mauvaise croissaueine étude plus poussée n'a été effectuée pour

identifier ce probleme.
b) HNK-1ST humaine synthétique

Aucune sulfatation n’a été confirmée avec la HNKF1& rat sur un motif GlcA-Lac. Une

analyse de la prédiction de la séquence codanteEleli de la HNK-1ST de rat a été révélée la
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présence de 45 codons rares. Or la présence dasoates, en groupes ou dans la partie N-terminale
de la protéine comme c’était le cas pour la HNK-18dut entrainer une diminution significative de
I'expression d’une protéine hétérologue dans Iéesys hote spécifique. Le remplacement des codons
rares par d’autres qui respectent mieux la prééérate codon du systeme héte, sans modifier la
séquence d'acides aminés, peut augmenter leurid&xpression de protéines fonctionnelles. C’est
pourguoi nous avons choisi d'utiliser une séquesyrehétique du génlenk-1ST Nous avons fait le
choix d'utiliser la HNK-1ST humaine car il existen @anticorps disponible commercial pour cette
enzyme. Cet anticorps Anti-CHST10 (SIGMA HPAQ128Bhonnait une partie N-terminale (en gras,
fig 42) de la HNK-1ST humaine.ll faut souligner daeséquence sauvage du géne humain présente
également un grand nombre de codons rares powexmession chegi. coli.

>gi|[4758540(|ref[NP_004845.1| HNK-1 sulfotransfefelseno sapiens]

MHHQNENAACEWNIRNMENIVASK - T TFKDPDVYSAKQEFLFLTTM PEVRKLPEE

Figure 42: Séquence d'acides aminés déduite du gekelSThumain. En vert la partie

génique synthétique correspondant a la tige et amathe catalytique, en rouge le signal
transmembranaire supprimé, en gras la partie Niut@terreconnue par I'anticorps anti-CHST10.

L’expression de la séquence codante pour la tige éomaine catalytique de la HNK-1ST
humaine a permis la sulfatationvivo de glycoprotéines et de glycolipides, notammenpréturseur
GIcAB1-3Gapl-4GIcNAg31-octyl en position du carbone C-3 de la N-acétytiaamine pour former
un conjugué sulfo-3GIcpl-3Gap1-4GIcNA®B1L-R (Kizuka, 2006).

Ainsi la méme séquence codante, correspondantxaréssion de la tige et du domaine
catalytigue du génénk-1SThumain, a été synthétisée. D’origine eucaryotesdguence codante
correspondant au domaine transmembranaire de l@ipeoa été supprimée pour permettre sa

production dans le cytoplasme de la bactérie.

i.  Essai de sulfatation sur le GlcA-Lac
Un essai de sulfatation avec la ST (synthétique)aine a été réalisé dans les mémes conditions
gue celle de rat. Le plasmide pW@k-1STsa été co-transformé avec le plasmide pAgIdAT et le
plasmide pBBR«fiD dans une souche ZW. Ainsi la souche obtenue LEZW-pACT-gIcAT-pBBR-
kfiD-pUC-hnk1ST¥sdevait permettre la production de I'épitope HNI&-partir de lactose.
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La culture de 200 mL de la souche LB-17 a étégéaldans les conditions standards avec 2.5 g/L
de lactose et une alimentation glucose 50%. Laieultle la souche a été arrétée aprés 40 heures de
production sans probleme de croissance détectéabklgse par CCM a été réalisée sur les fractions

intra- et extracellulaires finales (fig 43).
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Figure 43 : chromatographie sur couche mince dastibns intra- et extracellulaires issues de la
culture de la souche LB-17, surexprimant les ggheAT, kfiD ethnk1STsapres 23 heures 34 heures
et 40 heures de production a partir du lactose.dbmsdards lactose, GlcA-Lac et UDP-GICA ont été

déposeés.

Le lactose n'a pas été totalement consommeé maismaias du GIcA-Lac a été produit dans le
milieu intracellulaire avant d’etre exporté et aoclé dans le milieu extracellulaire en fin de crdtu
Malheureusement aucun autre produit n'a été détetiésue de cette culture. La souche LB-17 ne
synthétisait pas de produit sulfaté malgré la diggté de I'accepteur de sulfatation. Méme s'te
probable que ce résultat soit lié a un problemgpiession sous une forme active, il ne peut étoluex
gue cette ST ne puisse pas sulfater le motif GidA-pour n'avoir été testée que sur I'accepteur
GlcAB1-3Gapl-4GIcNA®B1-octyl. C'est peu probable, car une activité ddfatation sur des
oligosaccharides de type glycosaminoglycannes @ahXyl a été montrée chez I'humain et il est

probable que ce soit avec la méme enzyme (Shibata2003).

ii.  Fusion avec la GST
De nombreuses études ont montré une amélioratiofiespression et de la solubilité des
protéines produites en fusion avec la GluthatiolieSuansférase (GST). C’est le cas de la HNK1-ST
exprimée en fusion avec la protéine A dans desllesliCOS. Le géne synthétique de la HNK-1ST a
donc été cloné en aval du géne de la GST sur wsmple pGEX, permettant la production de
I'enzyme de fusion GST-HNK1ST.
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Le plasmide pGEXink1STbtenu a été co-transformé avec le plasmide pgIEAT-kfiD dans
une souche ZW. La souche LB-22 (ZW-pAQIEAT-kfiDpGexhnklSTy a été testée pour sa
capacité a sulfater un motif GlcA-Lac.

La culture de 200 mL de la souche LB-22 a étéséaldans les conditions standards avec 2.5 g/L
de lactose et une alimentation glucose 50%. Laiaultie la souche a été arrétée aprés 26 heures de
production sans probleme de croissance détectéabklgse par CCM a été réalisée sur les fractions

intra- et extracellulaires finales (fig 44).
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Figure 44 : chromatographie sur couche mince dagtibns intra- et extracellulaires issues de la
culture de la souche LB-22, permettant la productie la GICAT, de KfiD et de la protéine de fusion

GST-HNK1STs, aprés 23 heures, 34 heures et 40 si@eeproduction a partir du lactose. Des

standards GIcA-Lac et lactose ont été déposés.

Malgré une internalisation de I'accepteur lactoaesdle milieu intracellulaire et la production de
GlcA-Lac, aucun produit supplémentaire n’a été déteAucune sulfatation n'a été détectée lors de la
culture de la souche LB-22, indiquant que la prtiducde la protéine de fusion entre la GST et la
HNK-1STs n’a pas amélioré I'activité de la HNK-1S3g un motif GIcA-Lac.

iii.  Etudes de I'expression de la HNK-1ST humaine

Lors des essais de sulfatation avec la HNK-1STigiiee humaine ou de rat, la production
d’aucun produit sulfaté n'a été confirmée. L'exgiea de la HNK-1ST humaine en fusion avec la
GST n’a pas permis de détecter une activité detstibn. La solubilité et I'activité de cette enaym
auraient dues étre améliorées. Ces résultats asoeleve la possibilité que I'enzyme n’était peut-
étre pas produite, active ou non, ou pas accesddms le cytoplasme de la bactérie. L'activité
enzymatique de la HNK-1ST purifiée n’a pas étééegjrace a des tests d’activit@svitro sur des
accepteurs par indisponibilité de certains prodwmitsm commerciaux ou trop long a synthétiser) et pa
manque de temps.

Seule une étude de I'expression de I'enzyme HNKslL&Tde son éventuelle localisation chez la

bactérie a été réalisée grace a une détectiongtedaction de I'enzyme par immunoblotting.
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Les cultures des souches recombinantéscdli déja testées et permettant la production de
'enzyme HNK-1STs libre ou en fusion, ont été réédis en milieu riche LB.
A la fin des cultures, la fraction des protéinekigies et la fraction des protéines insolubles ont

été dénaturées et séparées par la méthode d’'@lectése sur gel SDS-dénaturant (fig 45).
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Figure 45: Gel SDS-PAGE réalisé a partir des fomctisolubles (S) et insolubles (C) aprés lyse des

bactéries issues des cultures des souches : hed@dw seule ; II- ZW-pGEX ; IlI- ZW-pGEX-
hnk1STPACT-gICATKSID ; IV- ZW-pUC-hnk1STpACT-gIcCAT-kfiD.

La culture de la souche | servait de référence peyroduction de protéines endogénes de la
souche ZW.

Lors de la culture de la souche Il, une protéiraite (encerclée fig 45) a été détectée dans les
fractions solubles (SllI) et insolubles (Cll). La ssa de cette protéine était d’environ 26 kDa. Chez
E.coli, la Glutathion S-transférase GST est produite comngeprotéine de masse 26 000 Da avec une
activité enzymatique compléte. L’expression de &G donc été réalisée activement deexli par
la souche ZW-pGEX. La détection de la GST dansdetibn soluble (SllI) indiquait sa sur-production
dans le milieu cytoplasmique, ainsi que sa solébilCette enzyme a également été détectée dans la
fraction insoluble (ClII), probablement du fait dauproduction tres importante. L’enzyme GICAT-P,
surexprimée par la souche et démontrée activersaccepteur, n'était pas pourtant visible sur le ge
Cela indiquait que la surproduction d’'une enzymesh’pas nécessaire a son bonne activité. Méme

produite a un niveau tres faible, une enzyme penit ane activité catalytique importante.

Lors de la culture de la souche lll, aucune pretéitdite n'a été détectée. La souche devait étre
capable de produire une protéine de fusion entt@Sd et la HNK-1ST, possédant une masse de
63 400 Da. Aucune bande protéique unique a lareutta cette souche n’a été identifiée indiquant que
la protéine de fusion GST-HNK-1ST n’a pas été pitedu
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Une protéine inédite (fléchée fig 45) a la cultdeela souche IV a été détectée dans les fractions
solubles (SIV) et insolubles (CIV). La masse molétea de cette protéine était de 33 kDa. Cette
souche surexprimait le géne responsable de laé&smtiie la HNK-1ST humaine, dont les prédictions
de masse peptidique indiquaient une masse de 3B&07a certitude gqu'’il s’agissait bien de la HNK-
1ST n’était pas fournie par la simple analyse dgete

L'un des avantages de l'utilisation de la HNK-1Stintaine était qu'il existe un anticorps
monoclonal de souris anti-CHST10 qui reconnait séguence d’acides aminés précise dans la partie
N-terminale de la HNK-1ST humaine.

Un WesternBlot (immunorévélation) a donc été réadigec cet anticorps primaire, ainsi qu’un
anticorps secondaire de lapin couplé a la perogid@gres transfert sur membrane de nitrocellulose

et révélation, un gel de WesternBlot a été obtéigule).
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Figure 46 : Western Blot a partir des fraction®inbles (C) et solubles (S) apres la lyse des hasté
issues des cultures des souches : |- souche ZW sBuZW-pGEX ; lll- ZW-pGEXhnk1STPHACT-
gICAT-KkfiD ; IV- ZW-pUC-hnk1ST9pACT-gIcAT-kfiD. La détection des protéines a été réalisée avec
I'anticorps anti-CHST10, qui reconnait la partigddminale de la HNK-1ST humaine.

On constate la présence d’'une seule bande spéxifiguquée, a la fois dans les fractions soluble

et insoluble, confirmant la présence de la HNK-1fsifmaine. La masse de cette protéine était de 33

kDa et correspondait a la méme protéine que ailatifiée lors de I'analyse du gel de SDS-PAGE.
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La souche ZW-pACTHIcAT-kfiD-pUC-hnk1STsétait donc capable de produire la HNK-1ST
humaine et que cette enzyme était produite dangtéglasme et soluble. Cependant la différence de
masse de 4 kDa suggeére une dégradation en patger@iale de la HNK-1ST, d'une trentaine

d’acides aminés.

2. Biosynthése du 6’sulfo sialylLewisX
1. Essais de sulfatation avec CHST4

Dans la nature, un motif sulfaté important esttigéne Sulfo-SialylLewisX (sulfo-L8 qui
présente de nombreuses activités biologiques. Qimstigand des L-sélectines (en plus des E-
sélectines), et joue un réle au niveau de l'infization et du recrutement des lymphocytes T (Laubli,
2006). La sulfatation du motif sialyl-Lewiait I'objet d’'une complexité a la fois structuzaét en
terme d’expressiom vivo. La forme de sulfatation la plus abondante el g®rtant sur le résidu
GIcNAc, c'est a dire le 6'-sulfo-sialyl-lewigfig 47). L’étude de la spécificité des STs respdness de
la sulfatation en 6 du résidu N-acétylglucosamiGécAc6ST) a été la plus étudiée sur le plan

biochimique.

Fucal,3

i

Siao2,3—Galpf1,4— p1,6
N

60S0; GalNAcoSer/Thr
Sian2,3—Galf1,3

Figure 47 : structure du 6’-sulfo-sialyl-Lewis X

La synthése de I'antigéne LewisX ()epar le procédé d’usine cellulaire a déja été kiypee par
notre équipe en utilisant le lactose comme accegfzumon, 2006) par une souche surexprimant le
genefutA d’Helicobacter pyloricodant pour une-3 fucosyltransférase, les gergfAB de Neisseiria
meningitidiscodant respectivement pourfieé3 GICNACT et laB-4 GalT et les génes nécessaires a la
formation du GDP-Fuc. La synthése du motif sulfe’shécessitensuiteune sulfatation puis une

fucosylation comme indiqué dans la voie B de larég48.
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Figure 48 : Deux voies de biosynthése possibled'adsemblage des glycannes ligand des L-
sélectines. (A) La sulfatation peut se produire leuterminal résidu GIcNAc avant de poursuire
I'élaboration du glycanne par des glycosyltransi&sa(B) L'ester de sulfate peut étre ajouté alares

galactosylation et la sialylation du résidu GIcNAmis avant la fucosylation. (Bowman, 2001).

Un travail portant sur la relation structure-spiéi# d’accepteur a été réalisé dans le laboratoire

de C. Bertozzi concernant la I-GICNAC6ST (Bowmab0P) (tab 8).

o Subserate } GIcNASST/CHET-2 | HEC-CCNACSSTASET | FGICNASST | CESTRESTS
17 1 Gl 1 G 1,000 1,000
2 Lachac 0.085 o018 0140 0,081
3 SialachNAZ 0031 0 234 £0.751 0,154
4 slex o.oo) 054 0.080 0.011]

Tableau 8: activités relatives de quatre enzymessddant une activité GICNAC®B-
sulfotransférase envers différents substrats (1 ,mieghmalisées par rapport a I'activité relative kur

disaccharide 1 (Bowman, 2001).

Bien que la sulfotransférase de mammifere |-GIcN&E6(domaine catalytique) était une
meilleure candidate pour la sulfatation sur le m&iaLacNac aussi bien que sur le LacNAc,
permettant la biosynthése du 6’-sulfo-sialyl-Lewdsndifféeremment de la voie choisie, nous avons
choisi d’exprimer le domaine catalytique du géndadelEC-GICNAC6ST cheE coli. En effet parmi
les 3 autres STs étudiées en méme temps que IENAGEST, seule la HEC-GICNACBST s'était

montrée suffisamment active sur I'accepteur siafd@lLacNac) pour rendre les deux voies de
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biosynthése du 6'-sulfo sialylLewisutilisables. Par ailleurs une |égére activité @ tbuvée sur
I'accepteur sialyl Lewi$ (sLex) pour la HEC-GICNAC6ST (tableau 8).

La séquence codante du domaine catalytique du @eEmAc6SThumain GST3) codant pour la
GIcNAC6ST-2 (ou HEC-GICNAC6ST ou GST-3 ou CHST4 b8ST), dépourvue du stem et du
domaine transmembranaire, a été amplifiée. Noussagppelé ce gérghst4.Le meilleur accepteur
de sulfatation (GIcNAc-Lac) présentant un GlcNAentmal a d’'abord été utilisé pour tester la
CHSTA4.

La souche ZW a été transformée avec la combinaigoplasmide pSUitA, sur-exprimant le
génelgtA de Neisseria meningitidiencodant 11,3 N-acétylglucosaminyltransférase et le plasmide
pBS-<chst4 plasmide & nombre de copie élevé. Cette souch@4Lievait permettre la biosynthése du
motif 6sulfo-GIcNAc- a partir du lactose.

La culture de 200 mL de la souche LB-04 a été séaldans les conditions standards avec 5 g/L
de lactose et une alimentation en glc 50%. La mltuduré 42 heures sans probleme de croissance.

Une analyse par CCM a été effectuée en fin dereu(fig 49).

GIENAC-Lac—— e S —_—
Produit 6 ’ < . o : .%GaI-GaI—GaINAc

Std 16h 32h 42h 16h 32h 42h Std
extracellulaire intrdukaire

Figure 49 : chromatographie sur couche mince désuniextracellulaire et intracellulaire issus de |
culture de LB-04 surexprimant le genkst4,codant pour la GICNAC6ST-2 et le gélyA, codant
pour lap-3GIcNActransférase, a partir de lactose a diffsréamps de production : 16 heures, 32
heures et 42 heures. Le standard déposé (Stdhestlange de lactose et de trisaccharide Gal-Gal-
GalNAc.

Le lactose a été accumulé dans les bactéries mdate été totalement consommé. En parallele,
un premier composeé a été produit dans les fractitns- puis extracellulaires ou il s'accumulaig c
produit a été identifié comme le GIcNAc-Lac. Lettsme avait donc été modifié en GIcNAc-Lac,
témoignant de la bonne activité du gégté.

En fin de culture, un second prod6itsemblait se former dans le milieu intracellulgitgs étre
exporté dans le milieu extracellulaire. Ce produjirésentait une migration plus faible sur la CCM

gue le trisaccharide et pouvait correspondre aadcharide sulfaté (fig 49).
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Une purification du produié a donc été réalisée pour l'identifier. Le miliextracellulaire a été
dessalé sur charbon actif puis purifié par chrograjohie échangeuse d’anions avec une Dowex 1x4
(HCO3) (fig 50).

Lactose—i—> - x —

S M e <« GIcNAc-Lac
Gal-Gal-GalNAc+———> . ) %— Produit6

Produit7

A

T ™ =T T 1 T T I 1

8 CF SF ES FNR len OLS £g SF S

%
Figure 50 : chromatographie sur couche mince diérelntes fractions issues de la culture de la
souche LB-04. On observe les dépdts de la fractidracellulaire finale (CF), de la fraction
extracellulaire finale (SF), de la fraction extrifdaire éluée aprés le passage sur charbon (ESg d
fraction non retenue par la résine Dowex 1x4 (HC®ENR), de la fraction des lavages de la colonne
a l'eau distillée (Lav.), de la fraction rassemblie 'oligosaccharide élué (OL5) et du standard
lactose/Gal-Gal-GalNAc.

Le GIcNAc-Lac et le produi6 n'ont pas été retenus par la résine échangeuseod&a se
retrouvant dans les fractions non retenues (FNRg ¢hvage

L'élution de la colonne, réalisée avec un gradambicarbonate de soude de 0 a 1M (fig 50), a
permis la purification d’'un nouveau proddi{m = 34.6 mg). Ce nouvel oligosaccharide chargéé(n
OL7) a été analysé par spectrométrie de masse tisdationFig 51).
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Figure 51 : Analyse par spectrométrie de massemsation par électrospray en mode négatif de
I'oligosaccharide O purifié par chromatographie échangeuse d'anions lalefraction

extracellulaire de la souche LB-04.
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Figure 52 : Structure et masse moléculaire dudtisaride sulfaté désiré 6-sulfo-GIcNAc-Lac.

Le spectre d’analyse l'oligosaccharide OL7 posgédai pic majoritaire a la masse m/z=698.10,
ne correspondant pas a un pic moléculaire du tisaae chargé 6’-sulfo-GIcNAc-Lac, de masse
moléculaire 625.55 g/mol. L’identification du pratd@L7 n'a pas été finalisée. Cependant ce produit

7 n'avait pas été détecté durant la CCM du suiwiwture, indiquant une production trés faible.

Le produit6, écarté car non retenu par la résine échangeusméam’a pas été caractérisé par
manque de temps pour réaliser une autre produdiiéanmoins le produi® peut s’avérer étre un
produit intéressant compte tenu des problemesudécation rencontrées ultérieurement. Le produit
6, qui pourrait étre le produit espéré, devra étrelpitoen quantité plus importante pour pouvoir étre
caractérisé correctement.

3. Biosynthese des sulfatides
Un autre glycanne sulfaté d’intérét biologique lestiotif 3-sulfate de galactosylcérébrosides (ou

galactosyle céramide) dont la structure complédtéaesiivante :

CH,0H HN-CR
OH oK
i
HO /y O—CH; ~CH—C—CH—CH=CH—(CH,),,CH,
0s0; H
H H
H OH

Leurs biosynthéses dans le cerveau sont sous tkode 3-sulfotransférases qui transferent
un groupe sulfate en position C-3 d'un résidu dakes terminal L'intérét biologique de tels
composes sulfatés et la possibilité de tester iawdulfotransférases dans le cadre de I'usinelaieé

chezE.coliont stimulé les études de biosynthése de ces gigsasulfatés.

1. Essais de sulfatation avec la Rv1373 de tberculosis
Parmi les genes codant pour un®-3ulfotransférase capable de réaliser une telfatatibn
se trouve le génev1373de Mycobacterium tuberculosigl’origine procaryote. L'équipe de Rivera-
Marrero a cloné le gérme1373(0.98 kb) par PCR et I'a exprimé sur un plasmidgand nombre de
copie pET23. La ST encodée a été exprimée dansasshes BL21(DE3) &.coli comme une
protéine recombinante de fusion avec une queue-tpsiidine (39 kDa).La protéine de fusion

purifiée a démontré une activité d®3sulfatation envers des substrats connus de SEsyaies de
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glycolipides telles que des galactosylcéramidestyge | et de type Il qui présentent un motif
galactosyle en position terminale (Rivera-Marr@@0?2).

Nous avons testé cette méme activité de sulfataobenzyme encodée par le gané373
pour la biosynthése de galactosulfatides dansdeeade I'usine cellulaire. Le gemel373a été cloné
sur le plasmide d’expression pBlueScript KS, a draombre de copie et sous le contrdle d’'un
promoteur fort Plac. Le plasmide recombinant pBE373a été transformé dans la souchE.doli
recombinante ZW pour donner la souche LB-07. Détui@s dE.coli surexprimant le génev1373
codant pour la 3-galactosylcéramide sulfotrans&ramt été réalisées et différents substrats de
sulfatation, & notre disposition, ont été test@&isTprésentaient un motif galactosyle terminallesku

partie en position anomérique variait.

a) Sulfatation du Lac-Allyle

Le premier accepteur a avoir été testé fut le fdedallyle. Présentant un motif galactosyle
terminal, ainsi qu’une hydrophobicité apportée lgagroupement allylique, ce motif ressemblait au
motif accepteur naturel déja testé.

Une culture de 1 L de la souche LB-07 a été réalians les conditions standards avec 5 g/L de
lactoside d’allyle comme accepteur initial et ulimantation en glycérol 50%. La culture a été d@mét
apres 48 heures de production aprés un arrét despagration des cellules, une baisse de respiration
était observée dés la*¥8heure de production. Une analyse par CCM (fig&®)té réalisée sur les

fractions intra- et extracellulaires en fin de ardt

Lac-Allyle ——»
Produit 8

m <«——— Produit9
< Produit 10

. — — o — e~ = T T —X
6h 23h 27h 32h 48h 6h 23h 27h 32h 48h OoL9 Sstd
intracellulaire | extracellulaire

/

Figure 53 : chromatographie sur couche mince dedifins extracellulaires et intracellulaires issues
de la culture de la souche LB-07, surexprimant éaegv1373, a partir de lactoside d'allyle a
différents temps de production : 6h, 23h, 27h, 8248h (arrét). Un standard lactoside d'allylaé é

déposé.

A l'issue de la culture de la souche surexprimargdnav1373a partir de Lac-Allyle, le lactoside
d'allyle a été internalisé et accumulé dans le euilintracellulaire. Des oligosaccharides ont été

produits au cours de cette culture. Dans le miligvacellulaire, le compos8 a été produit, il
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présentait une migration sur CCM plus faible quede-Allyle. Des oligosaccharides potentiellement
modifiés 9 et 10 étaient également décelables dans la fractiomdeliulaire et dans la fraction
extracellulaire.

Seule la fraction intracellulaire a été soumis@@ purification des oligosaccharides chargés grace
a la résine échangeuse d'anions Dowex 1x4 sousef®tt@Q;, les oligosaccharides ont été élués
grace a un gradient de bicarbonate de sodium Ofig\s4).

Lac-Allyle
Produit 8
Produit 9 Lactose
Produit 10
oL9

Figure 54 : chromatographie sur couche mince degifins extracellulaires et intracellulaires firsale
issues de la culture de la souche LB-07, surexmtineagénev1373,a partir de lactoside d’allyle. La
fraction non retenue (FNR) et le produit OL9 issula purification sur résine Dowex 1x4 sous forme
HCO; de la fraction intracellulaire ont été déposéssiajue des standards lactose et lactoside d’allyle

Le composé n'a pas été retenu par la résine et a été éluvéame temps que le composé neutre
non sulfaté Lac-Allyle dans la fraction non retefildR. L'oligosaccharid@ n’était donc pas chargé
négativement.

L’élution a permis la purification d’'un produit pahargéOL9 (m= 58 mg), le produitO n'a été
élué et/ou détecté dans aucune des fractions.actidn contenant le produL9 a été caractérisée
par spectrométrie de masse basse résolution (frig 55
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Figure 55 : analyse du spectre de masse du prodlQitpar spectrométrie de masse en électrospray en

mode négatif dans 'eau.

Le spectre présentait des pics moléculaires [M-BHR masse m/z=119.03, [2M-2H+Na] la
masse m/z=261.01, [3M-3H+2Na& la masse m/z=402.77 et [4AM-4H+3Na]la masse m/z=544.83
dont la molécule M avait une masse de 120.03 g/b®pic moléculaire du produit attendu 3-sulfo-

Lac-Allyle, de masse moléculaire de 462.42 g/mial pas été identifié.

La sulfatation de I'accepteur lactoside d’allylapas été réalisée par la ST encodée par le géne
rvl373au cours de cette culture. Cependant le pradLfl, chargé négativement puisqu’il était issu
de I'élution d’une résine échangeuse d'anionspa®été caractérisé.

Les analyses des spectres de masse des congpesés, purifies du milieu extracellulaire par
CCM n’'ont pas révélé la production d’oligosacchasidulfatés (résultats non montrés). Les pro@uits

et 10 restent non identifiés.

Pour surmonter un éventuel probleme de manque ®SRilsponible dans la bactérie, les génes
nodPetnodQont été clonés sur un plasmide pAET ce plasmide recombinant a été transformé dans
la souche LB-07 pour donner la souche LB-08. Caiteche surexprimait le PAPS et la ST devait étre
capable de sulfater plus facilement un motif lacesl’allyle chez.coli. Plusieurs cultures de 1 L de
la souche LB-08 ont été réalisées dans les condititandards avec 1 g de lactoside d’allyle et une
alimentation en glycérol 50%. Comme précédemmeag€[¥8), les cultures ont avorté probablement
sous l'effet toxique d’'une accumulation de PAPScune culture de la souche LB-08Edtoli qui

surexprimait les génewdPetnodQsous le contrdle du promoteur fort Plac n'a pae éalisée.
b) Sulfatation du Lac-Propargyle

La présence de la fonction allyle pouvait pertulbdraison de I'accepteur lactoside d’allyle dans

le site de liaison de la ST, empéchant la sulfataiu motif lactoside d’allyle. Un autre motif
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lactoside fonctionnalisé a été testé : le lactosidegropargyle qui differe seulement par la fonctio
propargyle en position anomérique et apporte ufiérehce d’hydrophobicité qui pourrait améliorer
la liaison de I'accepteur Lac-Prop dans le sitéaison de la ST.

Une culture de 1 L de la souche LB-07 a été réaldsins les conditions standards avec 2.5
g/L de lactoside de propargyle comme accepteuiaingt une alimentation en glycérol 50%. La
culture a été arrétée apres 36 heures et une anay<CM a été réalisée sur les fractions receill

au cours de la culture (fig 56).

Lac-Prop——» | — —
' < Produit9
<+— Produit10
— — = e = = ¥ 2
Std Std 5h 10h 24h h30 36h 5h 10h 24h  30h36h
& intracellulaire / extracellulaire

Figure 56 : chromatographie sur couche mince dedifns extracellulaires et intracellulaires issues
de la culture de la souche LB-07, surexprimantdeegv1373,a partir de lactoside de propargyle a
différents temps de production : 5h, 10h, 24h, @h36h (arrét). Un standard de lactoside de

propargyle a été déposeé.

L'internalisation et 'accumulation du Lac-Prop dale milieu intracellulaire a été réalisée,
mais contrairement a la culture de la méme sougiata de Lac-Allyle, la production du compdgé
n’ pas été observée. Cependant les commeés0 ont été produitslans les deux milieux. lls ont été
comparés par chromatographie sur couche mince enduits 9 et 10 synthétisés au cours de la
culture de la méme souche a partir de lactosidéyk¥aet ont été identifiés comme identiques
(résultats non montrés). De nouvelles analysesededeux composés et 10 n'ont pas révélées de

structures sulfatées.

c) Sulfatation du Gal-Propargyle
Un troisiéme motif, le galactoside de propargylété testé comme accepteur de sulfatation par
cette ST. Ce motif monosaccharidique galactosidectionnalisé par le groupement propargyle
ressemblait davantage aux accepteurs galactocé@sroatactérisés de la sulfotransférase de par la
nature hydrophobe du motif propargyle. Des testsulfatation grace au plasmide pB8-373ont été

réalisés.
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Une culture de 1L de la souche LB-07 a été réalikns les conditions standards avec 5g/L de
galactoside de propargyle comme accepteur initialne alimentation en glycérol 50%. Aprés 50
heures de production, la culture a été arrétéauatn probléme de croissance n’a été observé. Une

analyse par CCM (fig 57) a été réalisée sur lediag collectées au cours de la culture.

Gal-Prop ——p -

Produit9 ————»

Produit 10
= e s e
Std 3h 19h 27h 43h 50h  h 39h 27h 43h 50h Std
extracellulaire / intracellulaire

Figure 57 : chromatographie sur couche mince dedifins extracellulaires et intracellulaires issues
de la culture de la souche LB-07, surexprimantleegv1373 a partir du galactoside de propargyle a
différents temps de production : 3 heures, 19 I®WR2& heures, 43 heures et 50 heures (arrét) ; un

standard de galactoside de propargyle a été dépose.

L’accepteur Gal-Prop a été internalisé presqueletmint et accumulé dans le milieu
intracellulaire. Cependant aucun oligosaccharidalifiéo d'intérét en quantité observable n'a été
détecté. Comme lors de la culture a partir de deod’allyle et de lactoside de propargyle, les
compose et 10 ont été produits dans la fraction intra et extifatz@re, sans étre des composés
sulfatés. Aucune sulfatation du motif Gal-Prop miaeu lieu. L'échec de la sulfatation de I'accepte
Gal-Prop pouvait venir du fait que ce n’est pasnatif Gal-céramide et/ou du fait que le galactose
terminal sur cet accepteur était trop prés depéetliaison de la fonction propargyle. La spédiéale
cette ST est liée au groupement céramide et demzyime doit posséder un site de liaison a ce
groupement. Quand bien méme le groupe propargyiigaebien dans ce site de liaison, le galactose

terminal était peut-étre trop loin du site catajyg pour étre sulfaté.

d) Sulfatation de I'nPTG
Apres les échecs de sulfatation de la ST encodek ggenerv1373 sur les motifs lactoside
d’allyle, lactoside de propargyle et galactoside mtepargyle, un dernier type d’accepteur de
sulfatation a été testé. Le motif isoproyl-thiogalactopyranoside (IPTG) est un composéagailf
dérivé du galactose. Il est internalisé dans léemilntracellulaire et non hydrolysable par ledules
bactériennes. De par la ressemblance de son cyeteun résidu galactose, il représentait un bon

accepteur potentiel de sulfatation.
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Une culture de 200 mL de la souche LB-07 a étédséldans les conditions standards avec
7.5 g/L d'IPTG comme accepteur initial et une alimaion en glycérol 50%. La culture a été arrétée
aprées 50 heures de production sans aucun problérmeigsance. Une analyse par CCM des fractions

finales obtenues a été réalisée (fig 58).

IPTG - P om—
Lac-Allyle —» -
<«—— Produit 8

Produit9 ——»
Produit10 ——»

= = —

IPTG  Allyle IPTG Allyle
extra / intra

Figure 58 : chromatographie sur couche mince coatipar des fractions intracellulaires et
extracellulaires finales issues des cultures delehe LB-07, surexprimant le gawé373 a partir de
lactoside d'allyle et 'IPTG.

L'internalisation et 'accumulation de I'lPTG daites fraction intracellulaire a été observée.
L’accepteur potentiel de sulfatation n'avait pa& éégradé et était donc disponible. A l'issue de la
culture de la souche a partir d'IPTG, les mémespms@ss, 9 et 10 ont été produits que lors de la
culture de la méme souche a partir de Lac-allyles €Composés n'ont pas été identifiés mais ne

révélaient pas de composeés sulfatés.

La production du compogtet du compos&0 était présente au cours de toutes les culturés de
souche LB-07 a partir de différents accepteurs. kesposés9 et 10 devaient étre des
oligosaccharides synthétisés communs aux culturparér de lactoside d’allyle, de lactoside de

propargyle, de galactoside de propargyle et d'IPTG.

Au final la souche LB-07 ne semblait pas capaldepdoduire de nouveau motif modifie,
impliguant une inactivité¢ de la ST encodée par Bnegrvl373 a sulfater nos accepteurs

oligosaccharidiques dans le cadre de 'usine @tkicheZ.coli.

4. Biosynthese de structures bactériennes
Au laboratoire, dans le cadre de la production Iyeagnes sulfatés chez.coli, seule la

chitooligosaccharide sulfotransférase encodéeegehenodH de R.melilotia été démontrée active
(Samain, 1999). Des travaux de recherche ont pedidentifier un gene d’origine procaryote

encodant une ST similaire.
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1. Essais de sulfatation avec KpsS

Lors d'une étude sur l'effet de la sulfatation desteurs de nodulation, le géne de
Mesorhizobium lotresponsable de la synthése d’une sulfotransféradé identifieé et nommkpsS
(Townsend, 2008)Sa surexpression ché&coli a permis de démontrer que cette sulfotransférase
modifie le KPS deM.loti ainsi que le monosaccharide fucose (substituamggse du KPS d®l.loti)
mais pas du glucose, mannose ou xyl&sesSest indispensable a la biosynthése de KPS normaux e
donc sulfatés.

Nous avons donc cloné le gémqesSdans le plasmide pUC19, a grand nombre de coieust
le contréle du promoteur fort Plac. La sulfotrana$& KpsS encodée par le g&psSa été démontrée
active sur le monosaccharide fucose (Townsend,)2@@Blaboratoire, la synthese de klie2lLac a
partir du lactose a déja été réalisée grace adahsoZW-pwKSfutC-pBBR+csa qui surexprime le
genefutC encodant pour un&l-2 fucosyltransférase et le gémesa, activateur de I'opéron colanique,
qui active la voie de biosynthése de I'acide cajaniet permet de disposer d'une réserve suffishnte
GDP-fucose, le donneur de fucose (Dumon, 2006).

La KpsS a été testée pour son potentiel a suléaenotif Fuc-Lac. La souche LB-15 a été
construite en transformant le plasmide pK@sSdans la souche ZW-pwKfstC-pBBR+csa. Cette
souche recombinante était potentiellement capabf@aduire le sulfo-Fuc-Lac.

Une culture de 200 mL de la souche LB-15 a étésésaldans les conditions standards a partir
de 2.5 g/L de lactose comme accepteur initial etalimentation en glucose 50% (des problémes de
croissance ayant été observés avec une alimentatioglycérol 50% ; résultats non montrés). La

culture a été arrétée aprés 16 heures de prodwdtiome CCM des fractions intra- et extracellumae
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été réalisée (fig 59).
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Lac = 6h 10h 16h / 6h  10M6h Lac
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Figure 59 : chromatographie sur couche mince @@dtion intracellulaire (intra) et de la fraction
extracellulaire (extra) finales issues de la celtte la souche LB-15, sur-exprimant les gént3

rcsaetkps$S a partir de lactose au bout de 6 heures, 10 fetire6 heures de production.

Au cours de la culture, le lactose était accumuiésdle milieu intracellulaire et était

progressivement consommé. Un nouveau protiZiapparaissait en fin de culture dans le milieu
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intracellulaire et dans le milieu extracellulaing iba été exporté. Ce produi2, migrant moins que le

lactose, a été identifié par analyse par spectmends® masse basse résolution (Fig 60).
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Figure 60 : analyse du spectre de masse du prb2ipgr électrospray en mode négatif dans de I'eau.

Le spectre présente un pic moléculaire [M-1] a &sse m/z=487, la molécul? a donc une
masse moléculaire de 488 g/mol, et correspondait da Fuc-Lac. La synthése du Fuc-Lac a bien été
réalisée par la souche LB-15, celui-ci était sytiteédans le milieu intracellulaire avant d’étrepesté
dans le milieu extracellulaire.

Un second composg3 était produit au cours de la culture de cette Beutans le milieu
intracellulaire puis exporté dans le milieu extidaire ou il s’Taccumulait en fin de culture. Agre

purification sur CCM, ce produit3 a été analysé par spectrométrie de masse baesticds(fig 61).
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Figure 61 : analyse du spectre de masse du pro8ipar électrospray en mode négatif dans de I'eau.
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Aucun pic moléculaire du produit sulfaté sulfo-Huae n’avait été détecté. Le spectre
présentait un pic moléculaire [M-1h la masse m/z=633.0 dont la molécule avait unesena

moléculaire de 634.0 g/mol, et pouvait correspordreroduit di-fucosylé de masse 634.58 g/mol.

L’absence de composé sulfo-Fuc-Lac indiquait qusolache LB-15, sur-exprimant le géne
kps$S n’avait donc pas été capable de réaliser latstifea du composé Fuc-Lac, pourtant disponible a
l'intérieur des bactéries. La sulfotransférase Kgs&urtant démontrée active sur le monosaccharide
fucose, n'était peut-étre pas active sur le motit-Eac. Le trisaccharide Fuc-Lac était étre trop
volumineux pour intégrer le site de liaison de Yyme.

Une autre possibilité était que le donneur deaselfle PAPS, n’était pas suffisamment
disponible dans les bactéries. Des éléments denséppeuvent étre trouvés dans le fait que, tout
comme les autres STs procaryotes des polysacchalidépsS ne posséde pas la séquence consensus
des mammiferes GXXGXXK , qui représente le sitelidson au PAPS. Cependant une étude a
permis d’identifier une ORF dans le génome de lacke Mesorhizobium lotiqui montrait une
similarité avec la lipopolysaccharide sulfotranaée LpsS d&inorhizobium melilot{Cronan, 2009).
Des études comparatives de ces deux genes ontspderiéduire qu’une expression endogene de
PAPS, grace &odP et nodQ était favorable et indispensable a une bonniit#ctdes STs. Le
développement d’'une soucheedoli capable de fournir une réserve de PAPS endogénsitiae est
ici aussi une étape indispensable dans la voie ideyithese de motifs sulfatés grace a la

sulfotransférase encodée par le gepES
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1. Sulfatation chimique

Le travail de ce chapitre rapporte la synthéseaevdlidation biologique d'un analogue de
I'épitope trisaccharide HNK-1. Le @3-sulfof-D-GIcA-(1—3)-D-Gal-(1—4)-D-Glc-allyle a été
préparé par glucuronylation enzymatique du lactosithllyle par ingénierie chez une souche
recombinante dEscherichia colisuivie par une sulfatation chimio-sélective. Ukéirement la liaison
covalente entre le trisaccharide oxydé par I'ozenhéalbumine de sérum bovin a produit un néo-
glycoconjugué qui a été testé par des anticorpsifgpses de I'épitope glucidigue HNK-1. Les

résultats obtenus au cours cette étude ont été&pyBlastide, 2010).

L'épitope  HNK-1  (30-sulfof3-D-GIcA-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-3-D-GIcCNAc) est une
composante importante des glucides des glycopestéit des glycolipides des animaux impliqués
dans les interactions cellule-cellule et cellulbsttat, la migration cellulaire, et la régénératoes
neurones (Jungalwala, 1994). En outre, son expregst corrélée positivement a certains types de
cancer comme le cancer du rein et des mélanomesadGa 2008 ; Allory, 2005). Enfin, les
neuropathies auto-immunes peuvent étre associégeé@sence d'anticorps HNK-1 (Baumann, 2001).
Ainsi la synthese de néo-glycoconjugués et de nimués peuvent trouver des applications
potentielles dans l'ingénierie tissulaire pourdgénération des nerfs (Nomura, 2006), le diagnostic
le traitement de cancer.

Comme avec les autres structures de glucides caewplexprimés en quantité infime dans les
cellules humaines, le glycanne HNK-1 n'est pasatigge pour la conception de biomatériaux avec
des applications médicales.

Le frein rencontré dans les synthéses chimiquesakigs a ce jour pour la préparation de
glycolipides HNK-1 est le nombre important d'étajdmrentes a la glycosylation chimique. Les deux
groupes de Ogawa et Hosegawa a rapporté des appraymthétiques de dérivés 3-O-sulfo
glucuronyle paraglobosides employant un groupe deegtion temporaire levulynoyle afin de
différencier le groupe OH en C3 du résidu glucutenfNakano, 1993 ; Isogai, 1996) Plus tard,
Kornilov et al. ont considérablement amélioré lescaux oligosaccharides 3-O-sulfoglucuronyle en
introduisant une séquence de lactonisation-métliaagiermettant une isolation simple de la position
C3 de ce résidu (Kornilov, 2000). Cette procéduteedficace sur les oligosaccharides non protégeés,
nous avons pensé que cela pourrait étre appligesé aligosaccharides produits enzymatiquement.

Dans ce travail, une nouvelle synthése pratiquiotigosaccharide 3-O-sulfo-glucuronyl basée
sur la combinaison d'outils enzymatiques et chiesqa été décrite. L'étape de glucuronylation a été
accomplie en réalisant la culture de la soucheébiacine LB-10 exprimant I§-glucuronyltransférase
GIcAT-P et 'UDP GlcA-synthase H.coli K5 a partir de lactoside d’allyle. Au final, lactoside

d’allyle a été converti en sa forme glucuronylé.
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1. Synthése chimigue du 3-sulfo-GIcA-Lac-Allyl
La sulfatation régiosélective de I'oligosaccharideeombinant GIcA-Lac-Allyl (1) a été

réalisée selon le protocole décrit par Kornikgdval. (Kornilov, 2000)via la séquence réactionnelle

résumée sur la figure 62.

AcOOAc oA
OH c
NaQOC "0 o OH P ; 0 O, Aco o NF
HO (o] HO o —L . 0 fo) g
HO (0] 0] 0 0 OAc
OH OH -0 OAc
OH
1 AcO OAc 2
AcOOAc OH
MeOOC OAc i HO
i 0 0 A~ v NaOOC OH
- ACORMO%%CW © HO%O Q o o NF
Na0,;S0
OAc OAc 3 OH OH ©
sReH OAc OH
i ( 5
4R=0S0;Na

i) Ac,0, 80°C, 4 h, then RT, pyridine, DMAP (54%); ii) MeOH, AcONa (82%); iii) SOg/pyridine, DMF (64%); iv) LIOH, THF/H,O then MeOH/MeONa (60%).

Figure 62 : Schéma de synthése chimique du 3-glilfcuronyl-(1-3)--lactoside

Une lactonisation entre les positions C-3 et C-6roitif glucuronyle du composé GIcA-Lac-
Allyle 1 a été réalisée paraitement a I'anhydride acétique a 80 ° C. Uneeptmn totale des autres
hydroxyles du trisaccharide a été effectuée paagétylation par addition de pyridine et une quantit

catalytique de DMAP et une purification. Le prod2id été synthétisé avec un rendement de 54%.

Une déprotection sélective de la position C-3 diideé glucuronyle a été réalisée grace a la
méthanolyse du produ®, par ajout d’acétate de sodium anhydre. La posifieh a été protégée par
un groupement méthyl, la position C-3 présentaitdal hydroxyle libre. Le produl® a ainsi été
obtenu d'une maniére efficace (82% apres puriioatimais une désacétylation partielle du
trisaccharide a été observée pour un temps deiggaptolongé au cours de cette étape. Une
surveillance attentive de I'évolution de la réattigait nécessaire de ne pas entraver la fin de la
synthese.

La sulfatation du groupe OH libre en position Ce8ldnité GIcA du produiB a été réalisée

avec la S@QPy dans le DMF. Aprés purification, le proddiid été obtenu avec un rendement de 64%.

Finalement la déprotection des groupes protectsiess du produ# sulfaté a été réalisée. Le
produit5 a été obtenu avec un rendement de 60%. Le spgebthe *C du produit5 a été en accord
avec les données rapportées dans la littératuedfiehait un pic caractéristique d'un carbone C-3

sulfaté & 84,2 ppm, confirmant ainsi la structwecbduit attendu (fig 63).
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Figure 63 : spectres RMNC des glycannes GlcA-Lac-allyle non sulfat$ ¢t 3S-GIcA-Lac-

Allyl sulfaté 6). Un échange de la réponse du C-3 du résidu glagile entre les deux motifs a été
détecté.

Les analyses par spectrométrie de masse hauteitiésokt les spectres RMRH et **C
confirmaient a chaque fois les structures des pt®dbtenus.

2. Synthese des néoglycoprotéines porteuses des ana&mde I'épitope
HNK-1

La synthese combinatoire chimio-enzymatique du frastalogue du HNK-1 3S-GIcA-Lac-

Allyl a été réalisée. De maniere a identifier etdér des applications potentielles de cet analalgue
I'épitope HNK-1 dans l'ingénierie tissulaire et pda régénération des neurones, la synthese de néo-
glycoconjugués et de mimétiques devaient étresé@adi. Pour cela, un couplage entre ce glycoside

d’allyle 5 et une protéine porteuse, la BSA, a été réalied $& schéma réactionnel de la fig 64.

OH
NaOOC HOQH v.vi NaOOC HQ
TAC % 70T g
NaO3SO RO
6R= OSO3Na
v), O3, -50°C, MeOH then Me,S ; vi) NaBH3CN, BSA 7R=H

Figure 64 : Schéma de synthése chimique des némlyt®ines6 et 7, réalisées grace au
couplage par amino réduction entre les analogugssaiccharidiques de I'épitope HNK-1 avec la
BSA.

Dans une premiére étape le glycanhea été soumis a une ozonolyse, permettant la
transformation du groupement allylique en aldéhygkns purification, ce motif oligosaccharidique a

été couplé directement a la BSA grace a un couglagamination réductrice entre I'aldéhyde et une
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fonction amino de la protéine. La néoglycoproténa été obtenue. Le couplage de I'oligosaccharide

sulfaté a la BSA était d'environ 30 résidus paténe.

La néoglycoprotéing, porteuse de la forme oligosaccharidique non wédfaa été obtenue
selon le méme protocole a partir du couplage datgtycanne non sulfaté GlcA-Lac-Allyl et la BSA.
Le couplage de l'oligosaccharide non sulfaté a3 EBtait d'environ 19 résidus par protéine. Cette
néoglycoprotéine, porteuse de I'analogue non fulét I'épitope HNK-1 devait servir de standard

pour les futurs tests.

3. Tests ELISA avec des anticorps HNK-1
Un test Elisa a été réalisé a partir de microplagaeétues des néoglycoprotéines sulfétée

non sulfatée7. Ces glycoconjugués ont été testés par trois @p8cHNK-1. Ces trois anticorps
monoclonaux de souris présentaient tous la ménfigité de substrat et reconnaissaient seulement
les formes naturelles sulfatés des conjugués HNiels différaient de par leur origine de production

Le résultat de la reconnaissance de nos glycocoégugar ces anticorps est représenté sur la fifure

Abs & 590 nm
3

mBSA
m 7 (NGP non sulfatée)
O 6 (MGP sulfatée) T

2.3 1

2 =

0 | —— i I
EcHNK1 a-HNK1 CDs7

Figure 65 : Liaison des trois anticorps HNK-1 agiycoconjugués synthétiques sulfai €t non

sulfaté ). Les moyennes et les écarts-types des mesutéplersont indiqués.

Tous les anticorps HNK-1 ont fortement réagi aveméoglycoprotéin® (forme sulfatée)
alors qu’aucune reconnaissance de la néoglycopeofén’a été observée (forme non sulfatée). Cela
confirmait le fait que la présence de sulfate éiag condition indispensable a la détection dufmoti
oligosaccharidique par un anticorps HNK-1.

De plus, la reconnaissance de la néoglycoprotindiquait que les anticorps HNK-1 étaient
capables de reconnaitre notre analogue oligosdadanse sulfaté de I'épitope HNK-1 en dépit de

I'absence du groupe acétamido en raison du remmpéatedu GICNAc par le Glc dans ce composé
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synthétique. Ces données corroboraient une étusmegente faite avec des analogues synthétiques
sulfoglucuronyl glycosphingolipides qui avait m@ngu'un minimum de deux sucre©3sulfo{f3-D-
GlcA-(1—3)-B-D-Gal- sur un céramide avait été suffisant power reconnaissance des anticorps HNK
-1 (Tokuda, 1998). Une autre étude a montré queokf HNK-1/glycosaminoglycanne 3-sulfo-GIcA-
B1,4-Xyl-pourrait aussi réagir avec les anticorpskdN(Shibata, 1995). Ces tests confirment le role
majeur du groupement sulfate dans le processusedenmaissance oligosaccharide/anticorps et

valident le potentiel de I'analogue synthétisé dawtétection d’anticorps spécifiques anti-HNK1.
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1. Essais de sulfatation chezSaccharomyces

cerevisiae

1. Biosynthése et disponibilité des précurseurs de gatation
Une autre alternative de biosynthéserivo de glycannes sulfatés est approchée dans ce rehapit

Depuis sa mise au point au laboratoire, le procEl®iosynthése totali@ vivo d'oligosaccharides
recombinants utilise la bactéfecoli. De nombreuses structures oligosaccharidiquesainst pu étre
synthétisées grace a l'utilisation de glycosyltf@rases recombinantes. Le procédé est bien maitrisé
tres avantageux et efficace, ainsi la banque deaghes produits est tres variée et vaste. Cependant
certaines structures oligosaccharidiques présentanintérét biologiqgue ne sont pas actuellement
accessibles par ce procédé. Si certaines struciorgsabsentes par manque de temps pour effectuer
les études et leurs synthéses, d’autres sont &isseat les essais de biosynthése ont échoué comme
c’est le cas pour les essais de sulfatation détaits le chapitre

Il existe une différence notable au niveau de daluction des génes entre les eucaryotes et les
procaryotes. La simple expression du domaine dajaly d'un géne eucaryote sur un plasmide
transformé chek.coli suffit la plupart du temps a encoder pour une ewzgctive et soluble dans le
cytoplasme de la bactérie. Plusieurs genes euesrgott ainsi été clonés et décrits comme actifs dan
le cadre de '« usine cellulaire » cheézoli. Cependant, au cours de nos travaux, cette steat@gait
montrée inefficace vis-a-vis des STs que nousoestiMalgré tous les essais de sulfatation avec
différentes STs d'origine eucaryote (la HNK-1ST rifine humaine ou deR.norvegicus la
GIcNAC6ST-2 d'origine humaine, ainsi que la Gal3S@jcun résultat de sulfatation n'avait été
observé.

La production de protéinegia la voie de synthése des cellules eucaryotes pgassene haute
fiabilité des processus de repliement, d'assembletgele modification requis pour une activité
biologiqgue. Chez un organisme procaryote, les pretehétérologues peuvent tendre a ne pas se
replier correctement car le niveau nécessaireglgengent pour rendre la protéine soluble ou le aive
de modification sont trop faibles ou la protéimeippjuste étre incapable de se replier correctemamnt
les facteurs requis pour les modifications posittcionnelles originales sont absents ou ont un
impact faible. Nous avons voulu contourner ce ot en adaptant la technologie d’ingénierie
métabolique a I'expression d’enzymes actives clmearganisme eucaryote.

La levure de boulangeBaccharomyces cerevisiast devenue le modeéle eucaryote le plus
sophistiqué pour la technologie de I'ADN recombingd@stergaard, 2000). L'une des raisons
principales est que la génétique de la transmiss$éofa levure est extrémement bien comprise et la
réserve de milliers de mutants présentant des inestale phénotypes différents est une ressource

inestimable lorsque I'on se sert de la levure conttom systeme moléculaire. Nous avons choisi
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d'utiliser des souches d8.cerevisiaeW303 MATa ade2-1 his3-1,15 leu 2-3,112 trpl-1, ura3-1,
auxotrophes pour cing acides aminés qui permetkeméaliser les sélections des clones positifs lors
de croissance sur des substrats adaptés.

Un autre avantage important de la levure est lagm@e chez celle-ci du plasmide « 2 microns »
circulaire naturel de 6.3 kb. Il est a la base hsipurs vecteurs de clonage sophistiqués, dont les
vecteurs pESC (Invitrogen) que nous avons choiss flasmides facilitent les transformations et
conféerent a la construction une capacité de r@micautonome dans la cellule de levure. Des génes
ou des parties géniques peuvent ainsi étre intt®ddans la levure et leur expression en
glycosyltransférases ou en sulfotransférases ptantda synthese de glycannes recombinants dans la
levure.

Les vecteurs pESC contiennent les promoteurs dedeBALL et GAL 10 en sens opposé. Avec
ces vecteurs, un ou deux géenes eucaryotes (ourpobes) peuvent étre introduits dans la souche de
levure héte sous le contréle de promoteur répriss€thultz, 1987). En absence de galactose et/ou e
présence de glucose, les genes sous le controtegi@romoteurs sont réprimés. En absence de
glucose et en présence de galactose, I'expresgsrgéines est induite. La séquence des vecteurs
contient un site multiple de clonage et chacunveeteurs contient un des quatre marqueurs différent
de sélection de la levure (HIS3, TRP1, LEU2 ou UR&S 66).
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Figure 66 : le vecteur pESC-LEU (Invitrogen)

1. Mise au point des conditions standards de fermentgin

L'adaptation de la synthése de glycanne par ingénimétabolique chez la levure était
innovante et nouvelle. Nous avons également faithleix de supprimer la méthionine du milieu
minimum standard SD utilisé (Metde maniére a augmenter la réserve de PAPS enelgméduit
chez la levurevia les voies de biosynthése de la méthionine. Aimsindmbreuses optimisations,
indispensables a la culture des levures en fedipdts conditions et des milieux de cultures ont da
étre réalisées (résultats non montrés).

Une culture de 200 mL de la souche sauvage W30X({M) a été realisée dans les

conditions standards a partir de galactose (20 gtLyle lactose (1.25 g/L). Aprés 40 heures de

production, la culture a été arrétée et une CChké aéalisée (fig 67).
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Figure 67 : Chromatographie sur couche mince desidins intra et extracellulaires de la culturdade
souche W303 apres 8 heures, 16 heures, 34 heut@hetres de culture ; dépbt de standard tréhalose

(Tré) et lactose (Lac).

Aucun probléme de croissance n'a été détecté toldray de la culture, tout le glucose initial
a été consommé, et une légere internalisation thetgae a été constatée. La forte concentration en
galactose dans le milieu extracellulaire était dusn ajout involontaire de galactose dans le miieu
culture en fin de culture. La souche W3033leerevisiaettait donc capable d'utiliser le galactose
comme source de carbone et d’énergie pour sa anmiss et était également capable de produire sa
propre méthionine sans effet sur la croissance dassonditions de milieu déficient en méthionine.
Toutefois la production d’'un nouveau produit a étiservée dans les fractions intracellulaire et
extracellulaire en fin de culture. D’aprés I'an@ysar CCM (fig 67) ce produit se comporte comme un
disaccharide neutre.

Des recherches bibliographiques sur les conditamscultures deS.cerevisiaeont permis
d’identifier ce disaccharide comme le tréhalose-[}-glucopyranosyk-D-glucopyranoside). Il a été
décrit comme ayant des fonctions de protectionoguitribuent a la survie de la cellule de levure
durant des conditions de stress environnementammeola chaleur, la congélation, la déshydratation
ou l'exposition a des substances chimiques (Lilli®80). Les résultats ont montré que la
concentration intracellulaire en tréhalose étagatement liée a la survie quand les cellules dgrés
subissaient un stress osmotique durant la phasesance (Hounsa, 1998). L'ajout de galactose (20
g/L) comme inducteur et source de carbone au débuta phase de production changeait la
concentration osmotique du milieu extracellulaoe,qui expliquait la production de tréhalose par la
souche pour réduire cet écart d'osmolarité. Un tdpdréhalose comme standard était ajouté lors des
analyses par CCM des futures cultures.

La souche W303 avait accumulée du lactose damadsidn extracellulaire ce qui indiquait

gue la souche ne dégradait pas le lactose ma@usgpie le lactose n'avait pas été internalisé.
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2. Internalisation du lactose

Avant de tester toute activité d'une sulfotrans$érglycosyltransférase pour synthétiser des
motifs oligosaccharidiques par le procédé d'« usieltulaire » cheS.cerevisiagil était important de
s’assurer que les accepteurs de sulfatation/glyatisy étaient disponibles a l'intérieur des lewaure
L’accepteur de glycosylation le plus souvent wileasu laboratoire est le lactose. Plusieurs études o
été réalisées sur l'utilisation du lactose commeras® d’énergie et de carbone chez des levures.
S.cerevisiae’a pas de systeme de perméase au lactose, @ilastbse ne peut pas étre transporté au
travers de la membrane cellulaire. Cependanerevisiaen’encode pas non plus fagalactosidase
qgui coupe la liaisor3-4 du lactose pour former des résidus glucose ktcigse. De nombreux
organismes procaryotes et eucaryotes sont capdhifdernaliser sélectivement les sucres de leur
environnement a l'aide de protéines de transpanibrenaires ou perméas&suyveromyces lactisst
l'une des rares levures qui peuvent transportdadmse au travers de la membrane cellulaire et
I'utiliser comme source de carbone et d'énergieayél’expression des genes4 (B-galactosidase)
et lac12 (lactose perméase) (Naumov, 2008). Des études ontrées que ces deux génes, clonés
simultanément, sont responsables de l'internatisatiu lactose et de sa dégradation en glucose et
galactose a I'intérieur de la levure (Jurascik,2{Rubio-Texeira, 2001).

La protéine Lacl2 d&luyveromyces lactise présente aucune similitude apparente avec la
lactose perméase LacY de la bacté&rieoli utilisée dans nos souches de bactéries recombmpotr
internaliser le lactose (Chang, 1988). Néanmoinadse perméase #elactis, d’origine procaryote,
semble plus adaptée a un clonage et une expredaisS.cerevisiague la lactose perméasddoli.

Nous avons cloné le géne enticl2 & partir d’ADN de K.lactis dans un vecteur
d’expression pESC. Le plasmide recombinant a égstormé dans la souche LBSC-01 (W303
sauvage) dé&.cerevisiaeLa souche LBSC-04 obtenue a été testée pourpseitd a internaliser et

accumuler le lactose dans les cellules et le redidponible pour les glycosyltransférases
Une culture de 200 mL de LBSC-04 a été réalisées dlzs conditions standards a partir de

galactose (20 g/L) et de lactose (1.25 g/L). Aprésdeures de production, la culture a été arrétée
une CCM a été réalisée (fig 68).
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Figure 68 : Chromatographie sur couche mince @esibns intra et extracellulaires de la culturdade
souche LBSC-04, surexprimant la lactose perméase¢ldetis; dépbt de standard tréhalose (Tré) et

lactose (Lac).

Deux composés ont été observés dans la fractioaceitulaire : un premier composeé
minoritaire qui correspondait au tréhalose et wose composé qui correspondait au lactose. Cela
caractérisait une accumulation du lactose dansalidén intracellulaire a l'issu de la culture e |
souche LBSC-04 ce qui indiquait que la lactose pasa Lacl2 était bien exprimée et active.

Cependant au cours de cultures paralléles de lacheol.BSC-04 des problemes
d’internalisation du lactose (500 mg/L) ont été statés en cas de concentration extracellulaire en
galactose (20 g/L) trop importante. Le galactodeégalement un accepteur de la lactose perméase
(Sahin-Toth, 2000) ou il se fixe dans le site déstin ay3-galactoside et entre en compétition avec le
lactose ; en effet la lactose perméase est unpivande f-galactosides dont fait partie le galactose
utilisé. Le lactose étant minoritaire, son inteisation était rendue plus difficile. Une augmertatile
la quantité de lactose initial (5 g/L) ajouté damsmilieu de culture, ainsi que l'ajout de galaetos
régulier tout au long de la culture (0.750 g/L/kgia permis de résoudre ces problemes (résultats no

montrés).

La construction d’'une souche recombinanteSdmerevisiagexprimant la lactose perméase de
K lactis avait été réalisée. La démonstration que cettechgolétait capable d’internaliser et
d’accumuler le lactose dans les cellules de leaugéé faite, rendant disponible notre acceptetiaini
vis-a-vis des glycosyltransférases et/ou sulfofeaases. C'était la premiére souche recombinante
décrite deS.cerevisiag réalisein vivo une internalisation et une accumulation du lactdsegartir de
|4, des essais de biosynthese de glycannes grées @lycosyltransférases a partir du lactose chez

S.cerevisia@ouvaient débuter.
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3. Biosynthese du GIcA-Lac

La biosynthése du précurseur trisaccharidique @leAGaP1-4Glc a partir du lactose chgzcoli
a été décrite et améliorée dans le chagitr€ette étape de la stratégie de biosynthése dif mot
antigénique HNK-1 était bien maitrisée, malheurenes# la sulfatation du trisaccharide ne I'était pas
du tout. Cet échec de sulfatation par la HNK-1S&ma sur I'accepteur GIcA-Lac, nous avait obligé a
concevoir une autre stratégie de biosynthése du-#HiNKez la levure. Aucun travail de synthése
vivo du GlcA-Lac, ni méme d’expression des glucuroayisférases a notre disposition chez
S.cerevisia@’'avait été décrit.

La levure Saccharomyces cerevisiagavait pas la capacité endogene de synthétisedeou
consommer de I'UDP-acide glucuronique (Oka, 200®utefois, la levure avait une grande réserve
cytoplasmique d'UDP-glucose qui pouvait étre @ili@ur synthétiser de 'UDP-acide glucuronique a
partir d'une UDP-glucose déshydrogénase. Tout aeddé grandement étudiée cheroli (Yavuz,
2008) ou ont été surexprimés sur le méme plasngidgeheglcAT-P et le génekfiD codant pour
I'UDP-glucose déshydrogénasecdtoli K5 pour produire le GIcA-Lac a partir de lactose.

Nous avons donc cloné le méme duo de ggeeT-P-kfiDdans le plasmide vecteur pESC-URA,
sous le contrble respectif des promoteurs GAL1 At1R. Le plasmide recombinant pESC-Ura-
glcAT-kfiD a été transformé dans la souche LBSC-04 pour folarsouche LBSC10.

La culture de 200 mL de la souche LBSC-10 a étésgsadans les conditions standards de
fermentation avec 5 g/L de lactose comme accepigtial et du lactose a été ajouté dans
'alimentation. Aucun probleme n'a été détecté duré production. Une analyse de suivi de

fermentation a été réalisée par CCM (fig 69).

Galactose—p

Lactose —p-

r

5h 21h 5h 21h 27t 45h 27h 45}

extra / intra / extra / intra

Figure 69 : Chromatographies sur couche mincerdetidns intracellulaires et extracellulaires de la
culture LBSC-10, surexprimant les gemgsAT-P etkfiD, a partir de lactose a différents temps de

production ches.cerevisiae 5 heures, 21 heures, 27 heures et 45 heures.

116



Le lactose a été internalisé et accumulé danslleumintracellulaire. Aucun autre produit n'a
été détecté, ni 'UDP-GICA, ni le GlcA-Lac dans sux milieux. Malgré I'absence de production du
GlcA-Lac, l'activité de la GICAT-P n’avait pas puré définie comme inactive ou non. En effet la
production d’'UDP-GIcA était une condition indispahg a une production efficace de GlcA-Lac.
Sans ajout de donneur exogene et sans productidarageeur endogene par KfiD, la GICAT-P, méme
si elle était produite sous forme active, étaitapable de catalyser la synthése de GIcA-Lac. Le
probleme d’expression ddiD chezS.cerevisiaalevait étre réglé avant de continuer les études de

biosynthése du GIcA-Lac.

4. Biosynthese du GIcNAc-Lac

Des essais de biosynthese vivo chez la levure d'un second motif oligosaccharidiqu
précurseur de sulfatation, étudié et utilisé danshapitre 1, ont été réalisés. La biosynthaseévo
chezS.cerevisiagle ce motif, le GIcNAc-Lac, n'a jamais été étudidars que nous la maitrisons chez
E.coli (Priem, 2002). Le gene responsable de la synthéseotif trisaccharidique GIcNAXL-3Gap1-
4Glc, le géndgtA (B1-3 N-acétylglucosaminyltransférase) deisseria meningitidisa donc été cloné
sur le plasmide d’expression pESC-HIS. Le plasm@mmbinant a été transformé dans la souche
LBSC-04 pour former la souche LBSC-11.

Une culture de 200 mL de LBSC-11 a été réalisés tzs conditions standards avec 5 g/L de
lactose. La phase de production de la culture LR$G duré 40 heures. Au terme de cette culture,

une analyse par CCM a été réalisée (fig 70).

Gal —»
Tréhalose—————» -

Lactose—»
- —— T —
LNNT >
LNnH = >

| \ |

) i | A | i 1 l |
Gal Lac Tré 246

~ 22h 34h40h 22h  34h  40h
intra / extra
LBSC-11
Figure 70 : chromatographie en couche mince desidres extracellulaires (extra) et intracellulaires
(intra) issues de la culture de la souche LBSCslitexprimant le génkgtA, apres 22 heures, 34
heures et 40 heures de production a partir dedacies standards ont été déposés : galactose (Gal)

lactose (Lac), tréhalose (Tré) et un mélange desad_NnT/LNnH (2,4,6).

Du tréhalose a été produit dans les deux milieumne internalisation et une accumulation du

lactose et du galactose en fin de culture damatdidn intracellulaire ont été détectées.

117



Aucun produit modifié GIcNAc-Lac n’a été identifséir la CCM, ou a été déposé un standards
de cet oligosaccharide. Le fait qu'aucune modii@atle I'accepteur lactose n’ait eu lieu indiquaie
inactivité de I'enzyme LgtA. Une des explicatioraspibles sur le fait que I'enzyme LgtA ne soit pas
active ou pas disponible ch&zcerevisiagouvait venir du fait que le géngtA qui encodait cette
enzyme était d’'origine procaryote (tkeisseria meningitid)set qu'il était exprimé dans une souche
eucaryote. Des problémes de repliement et surteutodalisation peuvent étre a l'origine de

linactivité de LgtA.

2. Essais de sulfatation
1. Gal-3ST

Aucun accepteur de sulfatation n'ayant été syrgéthez la levure, aucun essai de sulfatation

n'avait encore été effectué. Le seul accepteumpietade sulfatation disponible ch&zcerevisiagtait

le lactose, présentant un motif galactoside terinina

Le gene de la sulfotransférase Gal-3ST-2 (désigP@SF) a été identifié sur le chromosome
humain 2g37.3 (Honke, 2001). La protéine recomlimamcodée par ce géne, synthétisée dans les
cellules COS-1, a des activités de sulfatafiorvitro envers des oligosaccharides conterfant
galactosides non réducteurs comme la N-acétyllagioee, le lactose, le lacto-N-tétraose (LC4),
lacto-N-néotétraose (nLc4). Les études cinétiquessoggéré que la GP3ST était capable d'agir sur
les chaines de type 1 (B&t3GIc-NAc-R) et de type 2 (G#l-4GIcNAc-R) avec des efficacités
similaires, permettant une éventuelle biosynthéssutfo-sLeX.

Le génegal3ST-2humain encode une protéine de 398 acides amiagsgj [esquels une partie
transmembranaire a été identifiée. Ainsi nous awtmse seulement la séquence codante du domaine
catalytique (370 acides aminés) du gene dans wmjpda pESC sous le contrdle du promoteur
GAL10. Le plasmide recombinant a été transformédarsouche LBSC-04, la souche LBSC-14 a été
obtenue.

Une culture de la souche LBSC-14 a été réalisés anconditions standards avec 10 g/L de
lactose comme accepteur initial. La culture a ététée apres 44 heures de production sans probleme

de croissance. Une analyse par CCM a été réafigéely.
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LBSC-14

Figure 71 : chromatographie en couche mince detidres extracellulaires (extra) et intra cellulaire
(intra) issues de la culture de la souche LBSGsirexprimant le géngal3ST-2apres 34 heures et 44

heures de production. Des standards ont été dépgakxctose (gal), lactose (lac.

Le lactose a été internalisé et accumulé dansllewintracellulaire au fur et a mesure de la
culture. Malheureusement aucun autre produit réadétecté, indiquant une absence de sulfatation du
motif lactose. La Gal-3ST-2 n’a pas été capableddéiser la sulfatation du motif lactose, ni du inot

galactose, pourtant disponible dans la levure.
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CONCLUSION
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La sulfatation des glycannes est un élément impbde leurs propriétés biologiques. Celle-ci
dépend de l'activité de sulfotransférases, domtiéé chezEscherichia colia été trés peu étudiée.
Par contre, certaines de ces enzymes utilisenactEpteurs oligosaccharidiques dont la synthése est
maitrisée par le procédé d’usine cellulaire.

L’ambition du projet était de parvenir a exprimersdgenes de sulfotransférases eucaryotes et
procaryotes afin de permettia vivo la sulfatation d’accepteurs oligosaccharidiquegsogenes
produits dans la bactérie. Les oligosacchariddatés| devaient étre produits en grande quantité afi
de permettre leur caractérisation et leur disptitébpour des études ultérieures de couplage et
d’essais biologiques.

L’étude de I'expression des sulfotransférases &tseherichia coliest en soit une premiére de part
I'approche développée. Elle se distingue des ajp@® « classiques » dans le sens ou l'activité est
étudiéein vivo, contrairement a ce qui se fait habituellemenlestactivités enzymatiques sont dosées

apres purification.

1. Essais de sulfatation cheE.coli
Des genes de sulfotransférases ont été clonésatiédvpour leur capacité a sulfater leurs

accepteurs natureits vivo chezEscherichia coli

1. HNK-1ST
a) HNK-1ST de rat
Les genes codant pour les sulfotransférases det rdthumain ont été identifiés (Ong, 1998,
Bakker, 1997). Par contre, peu d'études biochiesgant été réalisées ; on sait cependant que les
domaines catalytiques exprimés dans des lignédglaieds CHO sont capables de sulfater des
accepteurs oligosaccharidiques synthétiques etgttam la synthése de I'épitope HNK-1 in vivo et in

vitro.

Dans le cadre de notre travail, des études d'&etie sulfatation de la HNK-1ST ont été
réalisées sur des motifs oligosaccharidiques pt®duwi niveau endogéne. Pour cela la biosynthése de
'accepteur de sufatation GIcA-Lac a été améliczéda biosynthése d’'un accepteur fonctionnalisé
GlcA-Lac-Allyle a été réalisée. Sa biosynthése ematyjque chezZ.coli et sa caractérisation ont été
publiées (Bastide, 2010).

Des essais de sulfatatiomvivo de ces motifs glucuronylés chez des souches sumexqt le
domaine catalytique de la HNK-1ST de rat ont permisynthése d’un produd intéressant. Purifié
sur résine échangeuse d’anions et analysé pareméttie de masse basse résolution, ce praduit

pourrait correspondre au composé sulfo-GlcA-Ladiguant que la HNK-1ST de rat serait capable de
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sulfater I'accepteur GIcA-Lac. La prédiction deskguence codante de la HNK-1ST de rat a révélé la
présence de 45 codons rares pour une expressiarEawi ce qui pourrait expliquer des difficultés
d’expression de la ST et sa faible activité deagatfon. Malgré tout, des analyses plus avancéds so
nécessaires afin de caractériser ce prodl@t d’affirmer ou d'infirmer la sulfatatiom vivo chez

E.coli d’'un oligosaccharide par la HNK-1ST de rat.

Une interaction protéine-protéine, au travers dmaiae catalytigue de la GICAT-P de rat et
du domaine catalytique de la HNK-1ST de rat, pemmet augmentation de I'activité enzymatique de
la HNK-1ST in vitro conduisant & une biosynthése séquentielle etae#fidu glycanne HNK-1
(Kizuka, 2006). Lors de la tentative d’amélioratide 'activité de la HNK-1ST par construction de
souches recombinantesEdoli produisant des protéines de fusion entre la GlcATa dHNK-1ST,
aucune de ces souches n'a été viable dans les tioosdide culture standards. Une étude
complémentaire devra étre réalisée afin de détemmia cause de cette mortalité et de vérifier

d’éventuelles différences d'activité enzymatiqup@pees par cette stratégie.

b) HNK-1ST humaine
La HNK-1ST humaine a été également choisie etdest# il existe un anticorps disponible
commercial pour cette enzyme. L'anticorps monodlalea souris antiCHST10 (SIGMA) reconnait
une partie N-terminale de cette ST humaine. Aiffisi @améliorer l'activité de la HNK-1ST, nous
avons fait synthétiser la séquence codante duidencatalytique débarrassée des codons rares de la
séquence sauvage, et contenant la partie N-terenieabnnue par I'anticorps. Hélas, aucune activité
de sulfatation par cette HNK-1ST synthétique n&aditectée dans les mémes conditions que lors des

essais pour la HNK-1ST de rat.

Un des éléments clé de cette étude est I'expressimtionnelle de sulfotransférases dans le
cytoplasme c&.coli. Néanmoins, l'origine de ces enzymes est souvgsdrgote, ce qui implique des
difficultés d’expression liees a de nombreux fardeutelles que desmodifications post-
traductionnelles qui peuvent empécher un replientedimensionnel correct et entrainer une
production sous forme de corps d’inclusion inactifs

Une étude de I'expression de I'enzyme HNK-1ST sgtitjue chez la bactérie a été réalisée
par immunorévélation. Cette analyse réalisée a\mtidorps primaire anti-CHST10, a révélé la
présence d'une bande spécifique marquée a la fmis dbs fractions soluble et insoluble. Cela
confirme la production de I'enzyme HNK-1ST humaipar la souche recombinante sous forme
soluble disponible dans le cytoplasme des bactéries

Néanmoins, une différence de masse de 4 kDa suggerdégradation en partie C-terminale

de la HNK-1ST humaine, d’'une trentaine d'acidesreimi Une étude plus avancée permettrait de
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déterminer si cette dégradation est liée au prégoerpérimental (aucun inhibiteur de protéases n'a
été ajouté) ou si 'enzyme a subi une dégradatiorivo dans les bactéries, auquel cas elle ne serait
pas active.

De nombreuses études ont montré une amélioratiofexigression et de la solubilité des
protéines produites en fusion avec la Gluthatiofr&isférase (GST). L'activité enzymatigimevitro
de la HNK1-ST de rat exprimée en fusion avec ldgime A dans des cellules COS a été également
augmentée (Bakker, 1997).

Nos essais de sulfatation avec une souche recontbisar-exprimant une protéine de fusion
entre la GST et la HNK-1ST humaine synthétique ntpas permis de démontrer la synthése de
produits sulfatés. Toutefois, aucune (sur)prodactle cette protéine de fusion dans les bactéres n’

été détectée par immunorévélation .

Il est évident quejn fine, des tests enzymatiques permettant de déteceeraativité
sulfotransférases dans les bactéries induitesngmmissaires, bien que n’aillant pu étre réaligdte fde

temps.

2. GIcNAc-6ST

La sulfotransférase de mammifére HEC-GICNAC6ST (THS(domaine catalytique) est
capable d'utiliser le motif GIcNAc-Gal-R aussi bigne I'accepteur sialylé (siaLacNac) et en moindre
mesure I'accepteur sialyl LewisX (sLex) et peutrpettre ainsi la biosynthése du motif d’intérét 6'-
sulfo sialylLewisX (Bowman, 2001).

Nos essais de sulfatation sur I'accepteur le piople GIcNAc-Lac n'ont pas permis de
démontrer d’activité de sulfatatiam vivo de la part de la HEC-GICNAC-6ST.

Un doute subsiste néanmoins concernant le contppséduit lors de la culture de la souche
surexprimant la CHST4. Ce prod@itn’a pas été caractérisé car n‘ayant pas été rgtanla résine
échangeuse d’anions Dowex 1x4, il n’a pas été dénsicomme un produit chargé négativement et a
été écarté. Cependant des problémes de purificatida rétention d’oligosaccharides chargés grace a
cette résine ont été constatés ultérieurement.gunécation et une caractérisation du produgont
nécessaires pour juger d’'une activité éventuelléadailfotransférase CHST4 sur le motif accepteur
GIcNAc-Lac.

Malgré une préférence démontrée de I'enzyme pourésidu terminal GIlcNAc, I'absence
d’activité de sulfatation de I'enzyme pourrait peowr d’'une mauvaise spécificité de I'enzyme. En
effet, I'accepteur disaccharidique testé dans desutravaux porte une chaine aliphatique au niveau
anomérigue, contrairement a I'accepteur trisacdigare libre que nous avons testé. Comme pour la
HNK-1ST, une production de la CHST4 hétérologuesame forme inactive est possible. Une étude

de I'expression et des tests d’'activité enzymatsp@ nécessaires pour compléter cette étude.
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3. Hrvl373

L’enzyme encodée par le gemel373 de Mycobacterium tuberculosisxprimée sous une
forme de protéine de fusion, a démontré une aétivite 3O-sulfatation envers des
galactosylcéramides de type | et de type Il qusenéent un motif galactosyle en position terminale
(Rivera-Marrero, 2002). Bien que l'originalité eintérét de la synthése de ce motif ne soient pas
primordiaux, nous avons testé cette enzyme enmraigoson origine procaryote qui présageait de
meilleures chances de succes pour une expressiotidionelle chezoli.

Au cours de nos travaux, des essais de sulfatdgda RV1373 ont été réalisés mais aucun
motif sulfaté n'a été détecté. Les accepteurs fongalisés testés, choisis pour faciliter la débvecet
la purification, présentaient pourtant un motif agabsyle terminal ainsi qu’'une partie C-terminale
hydrophobe quasi identiques aux accepteurs détidstefois la Iégere différence de structure peut
expliguer un manque de spécificité de I'enzyme. Bssais de sulfatatioim vivo par la Rv1373

pourront étre réalisés a partir de motifs commerc@émontrés comme accepteurs.

4. KpsS

Au laboratoire, dans le cadre de la production eagnes sulfatés chez.coli, seule la
chitooligosaccharide sulfotransférase encodéeeggehenodH de R.melilotia été démontrée active
(Samain, 1999) et a permis la synthése de factkun®dulation. La surexpression clieezoli du gene
kpsS de Mesorhizobium lotia permis de démontrer une sulfatation du KPS amse du
monosaccharide fucose (substituant proposé du KR&ldti) (Townsend, 2008).

Au terme de nos essais de sulfatation avec la Kpe2E.coli sur un motif Fuc-Lac, aucun
motif sulfaté n'a été détecté. La sulfotransféraspsS, pourtant démontrée active sur le
monosaccharide fucose, n’était peut-étre pas astivde motif Fuc-Lac. Le trisaccharide Fuc-Lac

était peut-étre trop volumineux pour intégrer te se liaison de I'enzyme.

2. Ingénierie métabolique cheA.cerevisiae
Dans le procédé original d’'usine cellulaire cBeeoli (Samain, 1997), les génes codants pour

différentes glycosyl-transférases sont introduitexprimés dans des souches de bactérie ayant la
capacité de synthétiser les glycosyl-nucléotidesespondants. On peut ainsi avoir un acces facile a
de nombreux oligosaccharides de structure défiiecours de notre étude sur I'activité de sulfatati

de STs chek.coli (chapitre 1 précédent), nous avons sur-exprimédgsences codantes de plusieurs
STs dans des souches recombinant&scdli mais aucune sulfatation n’a été détectée. Noussavo
conclu entre autre a une possible production dewzy’origine eucaryote inactive ché&coli,

corrélée a des défauts de modifications post-ttaahueelles.

125



Nous avons voulu essayer de nous affranchir deoidEsdemes liés aux modifications post-
traductionnelles en exprimant les génes de STe gtydosyltransférases eucaryotes directement chez
un organisme eucaryote. Ainsi nous avons fait @xct’adapter le procédé de biosynthése totale
vivo des oligosaccharides par ingénierie métaboliqlee lavure Saccharomyces cerevisia&ucune
étude n’a été réalisée concernant la co-expresiayenes encodant des glycosyltransférases chez la
levure pour la synthese vivo de motifs oligosaccharidiques.

Naturellement, la plupart des STs eucaryotes pessédes séquences d’adressage a
destination de I'appareil de Golgi. Ces séquendgsabk peuvent étre (mais pas nécessairement)
localisés dans la séquence transmembranaire eippdst. La stratégie d’expression des Gil ¥ivo
chezS.cerevisiagrésentait donc deux approches possibles : 1-ecegrsune localisation golgienne
en préservant l'intégralité de la protéine; ou Bteo pour un adressage des enzymes tronquées, afin
d'espérer une localisation cytoplasmique. Nous avoprivilégié la production des
glycosyltransférases/sulfotransférases dans leplagme sous forme soluble en tronquant, quand cela
est possible, les séquences codantes pour lesusigiiadressage des genes. Cette stratégie se
rapproche plus de celle utilisée cliezoli, ou toutes les enzymes de modification sont ptedwdans
le cytoplasme de la bactérie.

De plus che&.cerevisiagles différents UDP-sucres et le PAPS, nécessailasynthése des

glycannes, sont également disponibles dans Isalytiieu de leur synthése (Prydz, 2000).

Au cours de cette étude, nous avons d’abord suira&ple gendacl2 de K.lactis chez la
souche deS.cerevisiae Le produit du gene, une lactose perméase, a gdfimiernalisation et
'accumulation du lactose dans le milieu intradeile, alors que la souche sauvage n’en est pas
capable. La production d’'une telle souche recomtiena@eS.cerevisiaeest une premiere et permet
surtout d’envisager des tests de glycosylatiordsatiion sur cet accepteur grace a la sur-expresdsion

glycosyltransférase/sulfotransférase chez la levure

La souche sauvage dgcerevisiaen’est pas capable de réaliser la biosynthése tmelo
UDP-GIcA, nécessaire a une bonne activité de | @iansférase sur le lactose (Oka, 2007). Malgré
la sur-expression du gekéD d’E.coli K5, encodant une UDP-Glc déshydrogénase, aucunedion
n'a été détecté. L'absence de détection peut &geada faible concentration d’'UDP-GICA produit et
détectable par CCM, témoignant d’'une faible aatidé I'enzyme KfiD. Le choix d’exprimer le géne
kfiD, décrit actif chezE.coli (Yavuz, 2009), n'a pas été judicieux vis-a-vis dustratégie de
biosynthese chez un organisme eucaryote.

Un géne analogue d'origine eucaryote comme celAraiiidopsis thaliana présentant de
nombreuses homologies de séquence &fiE; a déja fait I'objet d’'une telle étude, et auwdiit étre

préféré au choix que nous avons fait, a ceci puesngus ne disposions pas de ce gene.
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Un essai de glucuronylatian vivo chez la levure de la GICAT-P de souris a partitadiiose
n'a pas permis de détecter de produit glucuroriyéfait que le donneur UDP-GICA, indispensable,
ne soit peut-étre pas disponible pourrait expliceregrande partie cette absence de glucuronylation.
Cependant il est clair que des études complémestaiettant en ceuvre des tests enzymatiques et de

localisation cellulaire sont nécessaires pour dppréer une suite a ce travail.

Un essai de glucosaminylatiam vivo chez la levure grace a la surexpression de la &icN
transférase LgtA déleisseria meningitidis’'a pas produit de composé modifié. Ceci constitua
prélude a I'expression de GICNAc STs, qui necessite oligosaccharide accepteur portant un résidu
GIcNAc en position distale. L'activité de LgtA ché&zcoli avait été démontrée a partir du méme
accepteur lactose (Priem, 2002), Le choix de laredtactérienne a été fait pour tenter de s’affrainc

des problémes d’adressage, en espérant une sgatatis le cytoplasme.

Finalement la culture de la souche recombinant8.derevisiaesur-exprimant le géengal3-
ST2 humain, qui encode une GalBsulfotransférase, n’a pas permis la productioncdmposé
sulfaté sur le lactose. Pourtant, synthétisée diess cellules eucaryotes COS-1, la protéine
recombinante encodée pgal3ST2a des activités de sulfatatiam vitro envers le lactose (Honke,
2001). L'absence ou le manque de donneur de sulatBAPS, dans les levures peut expliquer
I'absence d'activité de sulfatation de la Gal3SifiZ&me si nous avons pris la précaution de travailler
en milieu minimum, critére de synthése endogéneedarécurseur de sulfatation. Il est évident qu'ici
le probléeme de l'adressage est peut-étre celuipgéapnder en priorité pour donner une suite a ce

travail.

3. Toxicité du PAPS

Le PAPS est le donneur universel de sulfate paulupart des enzymes sulfotransférases

(Klaasen, 1997). Nous savons que le donneur sUKARS est disponible dans la bactérie pour étre

parvenu a la sulfatation d’un squelette de factieunodulation il y a plusieurs années (Samain, 1999

Au cours de nos travaux, nous avons cloné et sunirag dans nos souched€dtoliles genes
nodP et nodQ de R.meliloti encodant les enzymes ATP sulfurylase et APS &inagur régénéren
vivo le PAPS. Malheureusement des problemes de cressdme mortalité ont été constatés chez ces
souches. L'expression naturelle de ces génesRmeeliloti (deux copies du géne) est bien inférieure
a celle dans nos souches recombinante (une trerdaircopies) et cette surexpression des enzymes
entraine sans doute une surproduction du PAPSpomeable de la mortalité des bactéries. Cela

confirme des études démontrant une toxicité du P@NeBwald, 1992).
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Il est donc clair que la sélection de sulfotraredés possédant un trés faiblg pour le PAPS
est a privilégier plutét que de tenter d’augmeréerconcentration de celui-ci, en raison de cette

toxicité.

4. Synthese chimio-enzymatigue d’'un analogue de I'émipe HNK-1
La synthése d'un trisaccharide 3-O-sulfo-glucurerigktose, analogue de I'épitope HNK-1, a

été réalisée grace a une approche combinée engymati chimique. La glucuronylation du motif
lactoside d'allyle a dabord été réalisée dans wmiche génétiguement modifiée Ectoli
surexprimant les genggcAT etkfiD. La sulfatation chimique régiosélective du tridearide résultant

a fourni un analogue de type HNK-1, qui a été cgmgua I'albumine de sérum bovin par amination
réductrice aprés ozonolyse du groupe allyle.

La ou la sulfatation enzymatique a échouée, laagtlbn chimique a été une réussite.
Cependant méme si cette stratégie originale, lée ggermettant la synthése d’un motif analogue
sulfaté d'intérét, a été publiée (Bastide, 201@)durée et la complexité des réactions chimiques
imposent des recherches d'activité de STs €heali afin de réaliser la biosynthése totalevivo de

cet analogue de I'épitope HNK-1.

La seule détection de I'analogue sulfaté de I'g@EtbiNK-1, porté par la néoglycoprotéine, en
test ELISA par trois anticorps HNK-1, confirme Fémét potentiel de cet analogue synthétique.
Premierement cela confirme le fait que la présateesulfate est une condition indispensable a la
détection du motif oligosaccharidique par un amgsoHNK-1. Ensuite, la reconnaissance par les
anticorps en dépit de I'absence du groupe acétasmdaison du remplacement du GIcNAc par le Glc
dans ce composé synthétique, corrobore une étéedgmrnte qui avait montré qu'un minimum de
deux sucres 8-sulfoGIcA(1—3)-pGal- sur un céramide avait été suffisant pour @eemnaissance
des anticorps HNK-1 (Tokuda, 1998).

La détection d'une activité de sulfatation par IHKA1ST peut étre envisagée grace a cette
reconnaissance spécifique de structures sulfataedep anticorps HNK-1. Des tests d'inhibition

ELISA pourraient permettre de détecter d’éventaetaposés sulfatés produitsvivo.

Enfin notre choix de synthése expéditive de 'agadu HNK-1, combinée a sa réactivité
biologique, sont des points prometteurs pour 13gil comme un précurseur de composés élaborés
comme les biomatériaux pour des applications e@niggie tissulaire. Une étude préliminaire, réalisé
grace a une collaboration avec un institut de nealogie, a d'ailleurs permis d’envisager un avenir

prometteur a ces néoglycoconjugués pour la régémeéet la croissance des cellules nerveuses.
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5. Détection et purification des glycannes sulfatés
Quelques problémes de purification des oligosaabbsichargés ont été constatés au cours de

notre travail sur des résines échangeuses d’astag charbon actif.
La méthode de purification de nos oligosaccharldeglus efficace a été celle réalisée par

chromatographie d’exclusion sur une colonne déHyeho.

Une technigue de criblage des activités de stifataa été tentée au cours de nos travaux
(résultats non montrés). La présentation de surfmmdérienne (« LPS surface displaypgrmet
d'immobiliser la structure oligosaccharidique pribdua la surface de la bactérie. Dans ce cas,
I'utilisation d’anticorps peut permettre la sélectides bactéries qui expriment les génes d'infaét

interaction directe et spécifique (fig 72).

>
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@ Glycosyltransférase recherchée

Figure 72: Principe de la recherche d'activitégcagyltransférases pour la production
d'oligosaccharides recombinants

Appliqué a la biosynthese de I'oligosaccharideydi@itosyl, cette technique a permis de
détecter des motifs oligosaccharidiques modifida aurface des bactéries (llg, 2010). Nous avons
essayé de I'appliquer a la détection d'activitésdéfatation de la HNK-1ST sans succes. Mais |l
impossible de conclure entre une absence d'actieilzymatique et un probléme possible

d’exportation de structures chimériques fixéesgide A.

L'utilisation d’accepteurs fonctionnalisés avec groupement propargyle en partie
anomeérique peut éventuellement améliorer la déeaes glycannes modifiés. La click chemistry,
addition polaire entre un azide et un alcene temmionduit a la formation d’une liaison tres sgabl
(fig 73).
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Figure 73 : principe de la click chemistry

La click chemistry permettrait un couplage séfedes oligosaccharides fonctionnalisés
modifiés avec des composés facilement identifialffemrescent, luminescent, ...). Ainsi, méme
produits en faible quantité, des oligosaccharidestfonnalisés modifiés pourraient étre détectés au
sein d’'un mélange non purifié.

Des essais de click chemistry sur des fractiongosticcharidiques extracellulaires n'ont
malheureusement pas été concluants certainemena diii® concentration en ions trop importante
dans les extraits analysés. Afin d’améliorer cetpproche, un dessalage sommaire précédent le

couplage des molécules propargylées est nécessaire.
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|. Construction des souches recombinantes

1. Méthodes de biologie moléculaire
Ces méthodes sont réalisées selon les protocaleksgtar Sambrook el.

1. Clonage des génes

Les genes qui codent pour les différentes sulfeféaases et glycosyltransférases utilisées et
n'appartenant pas a notre collection d’ADN, ont gt d’abord amplifiés a partir du génome des
espéces par PCR (Polymerase Chain Reaction). keocette étape de polymérisation, on utilisait une
enzyme, la Vent polymérase (BioLabs), qui posséue farte fidélité lors de la polymérisation des
brins d’ADN formés de maniére a éviter les erredgsréplication des genes. Des paires d'amorces
oligonucléotidiques spécifiques ont également étessaires au cours de cette étape, elles perietten
d’'intégrer en amont et en aval du gene amplifié siess de restriction qui faciliteront les sous-
clonages ultérieurs dans les vecteurs d’expresdiendesign de ces amorces permet également
l'insertion, en amont du codon initiateur ATG dunged’un site de fixation aux ribosomes. A l'issu
de la PCR, les produits PCR ont été séparés suf'agdrose par €lectrophorese puis purifiés par un
kit d’extraction d’ADN (NucleoTrap® de Macherey-N&y selon le protocole fourni avec le kit.
L’ADN purifié a été ensuite introduit dans le vaatele clonage PCR4blunt-TOPO du kit de clonage
Zero Blunt TOPO d’Invitrogen par ligation avec |4 Tigase. Ce clonage direct du produit de PCR a
été possible grace aux extrémités franches du wep@R4blunt-TOPO. Apres transformation dans
des souches TOP 10, les clones positifs ayant régéte plasmide recombinant ont été pré-
sélectionnés grace a la résistance aux antibiaticfirapicilline et Kanamycine apportées par le
vecteur pCR4blunt-TOPO. En paralléle le vecteurupBlposséde en aval du site d’insertion du
produit de PCR le genecdB qui code pour une protéine toxique : seuls lesadoayant intégré le
produit PCR sont viables, la synthese de la pretéixique n’étant pas réalisée. Une vérification
supplémentaire, un screening, des clones pré-e¥laés a été réalisée grace a une nouvelle
amplification PCR sur colonie. On a utilisé les ne@namorces que lors de la premiere amplification
et la Tag Polymérase (Invitrogen), moins fidele svalus efficace. L'ADN plasmidique des clones
positifs a été ensuite isolé par purification graaekit QlAprep® Spin Miniprep (QIAGEN) selon le
protocole fourni avec le kit. Finalement la ség@eda plasmide purifié a été obtenue et vérifiée par

séquencage effectué par Cogenics.

Le domaine catalytique du gene humaihst4 ou appelé aussi HEC-GICNAC6ST
(EMBL/Gen-Bank/DDBJ accession nos.AF131325), codaour une 69-Nacétylglucosamine
sulfotransférase (Bistrup, 1999) a été amplifiéaé&tipdu plasmide HUGST3 (fourni par Bistrup) par
PCR avec les amorces GNST2-13-TCTAGATTAGTGGATTTG@BGGA (Kpnl, sens) et
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GNST2-15-GGTACCTTAGGAGGTCACATATGAAGGCACAGCCCGAGCGUAS (Xbal,
antisens). Apres clonage dans le vecteur pCRBlRiplasmide obtenu est désigné par pBlhgt4

Le géndacl12 (X06997), codant pour une lactose perméase (CH28R) a été amplifié par
PCR de la souche NRRL Y-1140 #duyveromyces lacti§284590) a I'aide des amorces LAC5-
TTGGGCCCTTTCAAAATGGCAGATCATTC (Apal, sens) et LACBAGCTAGCTTTAAACAGA
TTCTGCCTCTG (Nhel, antisens). L'amplicon de 1788 éxi cloné dans le vecteur pCRBIlunt, le
plasmide obtenu est désigné par pBlaatt2

Le géne nodP1 (SMa0855), codant pour la petite sous-unité d'ukEP-sulfurylase
(Schwedock, 1994) a été amplifié par PCR de I'ADBtdeSinorhizobium melilotl021 a I'aide des
amorces NODP5-GCGCGGTACCGAAGTCGCGTCCGCCGTTGCGTKpr, sens) et NODP3-
ATAAAGCTTCGCATCGTAAAGCAGTCGCCCGATC (Hindlll, antises) ; ces amorces ont été
construites a partir de celles utilisées par ScloaledL’'amplicon de 1569 bp a été cloné dans le
vecteur pCRBIlunt, le plasmide obtenu est désign@pluntnoDP1

Le géenenodQ1(SMa0857), codant pour la grande sous-unité dARE-sulfurylase et une
APS-kinase (Schwedock, 1994), a été amplifié paR R I'ADN total deSinorhizobium meliloti
1021 a l'aide des amorces NODQ5-AAGCTTGTCTTCGAAGAKECTCGCAAACCTCGGGCGT
GTCGGCTCT (Hindlll, sens) et NODQ3-GCGCTCTAGACCGGGBATATAGACAGAAC
ATCCAGTTC (Xbal, antisens) ; ces amorces ont étastraites a partir de celles utilisées par
Schwedock. L'amplicon de 1893 bp a été cloné dangetteur pCRBIunt, le plasmide obtenu est
désigné par pBluntoDQ1

Le domaine catalytigue du gedek1ST(EDL99206), codant pour une 3-O-glucuronyl-
sulfotransférase (HNK1ST OU CHST10) (Bakker, 1987¢té amplifié a partir ’ADN d&attus
norvegicuspar PCR une premiere fois avec les amorces HSTEEAGTGATGGAAAATGTGAA
(sens) et HSTL3-ATCAGAGCCCAACATCATCC (antisens). irex PCR contenant un amplicon de
1250 bp est utilisé pour une seconde amplificapianPCR est réalisée a I'aide des amorces HST35-
AAGGGTACCGAGGTCACATATGCCGGATGGGTATAGTGCCAAACA (Kpnlsens) et HST23-
GATATCTTAATTTACAAGAAATCTGGTTTCTGATACCCAA (EcoRV, arisens). L’amplicon de
1006 bp est cloné dans le vecteur pCRBIlunt, lenfildes obtenu est désigné par pBlimmi1STr.

Le fragment génique du gehekl1STra été muté (Guanine 692 en adénine) par le pratoco
de mutation ponctuelle par mutagénese (PMM) par BGQRirtir de 'ADN plasmidique de pBlunt-
hnk1STr avec les amorces STCORE5- CTGAGGTCACCCAGTGGATGATGSTCCCC et
STCORE3-GGGGACCATATCATCCACTGGGTGACCTACG. Le mix PGRété digéré avec Dpnl
pour digéré 'ADNds parental super-enroulé et tfamsé dans des cellules compétentes Topl0 pour
former le plasmide pBlurtthk1STrM

Le fragment génigue du gehakl1STrMa été amplifié par PCR a partir du plasmide pBlunt
hnk1STrM & partir des amorces ST5P1-GGCACACCATGGGTGCCGGATGGATAGTGCCA
(Ncol, sens) et ST3P1-GGGTCTAGAGATATCCTATTAATTTAGRYGAAATCTG (Xbal,
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antisens). L'amplicon de 999 bp est inséré dangeldeur de clonage pCRBlunt pour former le
plasmide pBluntink1STPF1

Le fragment génique du gegieAT-Pa été amplifié par PCR a partir du plasmide BT
(Yavuz,2008) a partir des amorces GIc5P1-ACAGGTACBAGGAGATATACATATGCTGCCC
(Kpnl, sens) et GIc3P1-GGGCCATGGGCCGCCGATCTCCCACTERGGTCGGT  (Ncol,
antisens). L'amplicon de 791 bp est inséré dangelteur de clonage pCRBlunt pour former le
plasmide pBlunglcATPF1

Le fragment génique du géhek1STrMa été amplifié par PCR a partir du plasmide pBlunt
hnk1STM a partir des amorces ST5P2-ACAGGTACCGTAGAGGTCACATRCCGGATGGG
(Kpnl, sens) et ST3P2-GGGCCATGGGCCGCCATTTAGCAAGAABTGGTTTC (Ncol, antisens).
L'amplicon de 1007 bp est inséré dans le vecteucldeage pCRBIlunt pour former le plasmide
pBlunt-hnk1STPF2

Le fragment génique du gegieAT-Pa été amplifié par PCR a partir du plasmide gB3\T
a partir des amorces GIc5P2-GGCACACCATGGGTGCTGCCCATCCATGTG (Ncol, sens) et
Glc3P2-GGGTCTAGAGATATCTATCAGATCTCCACTGAGGGGTC (Xbahntisens). L'amplicon
de 780 bp est inséré dans le vecteur de clonag8ip@Roour former le plasmide pBlugte ATP2

Le domaine catalytique du gehekl1lST (NP004845), codant pour une HNK-1ST humaine
(Ong, 1998), a été synthétisé par I'entreprise @grs(USA). Un fragment génique a été synthétisé a
partir de la séquence peptidique de facon a opimiexpression dang.coli et dansS.cerevisiag
notamment le choix de la nature des codons. [Eanséré entre les sites Sacl et BamHI du vecteur
pUC 18 pour former le pu@nk1STS

Le génehnk1STSest amplifié a partir du plasmide synthétique pR1STSar PCR avec
les amorces S5HNKSTS-CGAGGATCCCCAGAAGTTCGTAAACTGCCABGAAAAACA
(BamHI, sens) et 3HNKSTS-CAGGAATTCTTAATTCAGCAGAAAATTGGTTTTTGATAAC
(EcoRlI, antisens). Apres clonage dans le vectelRBint, le plasmide est désigné par pBlunt-
hnk1STS-Gex

Le domaine catalytique du gémgal3ST2 (Q3H3Q3), codant pour une galactose-3-O-
sulfotransférase 2 (G3ST2) (Honke, 2001) a étéliaénp partir d’ADN humain par PCR avec les
amorces 3ST25-ATCTAGAGGTCTAATATGCACCTGGACTTAGAGCT@® (Xbal, sens) et
3ST23-CAAGCTTCCTCTACGCCCCCAGGACG (Hindlll, antisgnd.’amplicon de 1170 bp est
cloné dans le vecteur pCRBIlunt, le plasmide obtstwésigné par pBlugal3ST2

Le domaine catalytique du gendiD (ZP04005453), codant pour une UDP-glucose
déshydrogénase decoli (Yavuz, 2008) a étée amplifié par PCR a partir thsmide pBS-gIcAT-kfiD
(Yavuz, 2008) a l'aide des amorces KFS5- TTGGGCCUIEGGCTATATAAAATGTTCG (Apal,
sens) et KFS3-AAGCTAGCCGGCCGCACTAGTGATTTAG (Nhehtidens). L'amplicon de 1223

bp a été cloné dans le vecteur pCRBIlunt, le plasmidenu est désigné par pBlkhiBS.
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Le génelgtB (AAC44085), codant pour unefl-4 galactosyltransférase ddéeisseria
meningitidis (Jennings, 1995) a été amplifié par PCR a padirpthsmide pLNTR a l'aide des
amorces  Lgtb5-AGGATCCATGCAAAACCACGTTATCAGCTTAGCTTC(BamHI, sens) et
Lgth3-TGTCGACTTATTGGAAAGGCACAATGAACTGTTCGC (Sall, rtisens). L'amplicon de
842 bp est inséré dans le vecteur de clonage p@RBowr former le plasmide pBlutgtBS

Le fragment génique du gégieAT-Pa été amplifié par PCR a partir du plasmide pB3\g|
a partir des amorces GIc5SC-TTATCGATACATATGCTGCCGALATCCATGT (Clal, sens) et
GIc3SC-TTTTAATTAATTCATCAGATCTCCACTGAGGGGTC (Pacl, rdisens). L’amplicon de
788 bp a éteé inséré dans le vecteur de clonage h@RBour former le plasmide pBlugteATS

Le genehrv1373(NP_215889), codant pour une glycolipide sulfatfarase(EC 2.8.2.-) de
Mycobacterium tuberculosid37Rv, a été amplifié par PCR a partir d’ADN géngud de la souche
de M. tuberculosis a l'aide des amorces RV5-
TCTAGAGGTCTAATATGAATTCAGAACACCCGATGACC (Xbal, sens) et RV3-
CTGCAGTCAGTTGGCCGGGTCGTATCC (Pstl, antisens). L'diopn de 1001 bp a été cloné dans
le vecteur de clonage pCRBIunt pour former le pidempBluntfv1373

Le génekpsS(NP_107853.1) dMesorhizobium loticodant pour une sulfotransférase, a été
synthétisé par Genscript. Il a été inséré entresites Xbal et Pstl du vecteur pUC19 pour former le
pUCkpsS

2. Sous-clonage des génes dans les vecteurs d’expm@ssi
a) Expression chez E.coli
Les génes d'intérét ont été ensuite sous-clonés diffiérents vecteurs d’expression (tableau 9)
a partir des plasmides de clonage ou a partir @enptles déja existants au laboratoire, par digestio
par des enzymes de restriction. Les génes onhi&grés dans divers plasmides, sous le controle d’u
promoteur pLac ou pTac et portant des genes dstaéses a différents antibiotiques. Le nombre de
copie des plasmides permet de réguler I'expresisngenes et de gérer ainsi les différentes axgivit

des enzymes entre elles.

Vecteur Clonage Promoteur  Origine de Résistance Nombre  Références
répication de copies
pCR4Blunt Clonage colE1l Amp,Kan Fort Invitrogen
| pBlueScript KS | Expression| pLac | colE1 | Amp | Fort | Invitrogen |
pACT 3 Expression pTac Ch (Dykxhoorn,
1996)
pSU 2718 Expression pLac pl5a Ch Moyerr (Yanish-
Perron, 1985)
puC 18 Expression pLac colE1l Amp Fort (Martinez,
1988)
| pBBR3 | Expression| pLac | | Tet | Faible] (Kovac, 1995)
pGEX Expression Amp

Tableau 9: Liste des vecteurs utilisés lors desages cheE.coli
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BamHI et EcoRI. Il a été ensuite inséré dans ldewgcd’expression pGEX digéré BamHI et EcoRl
pour former le plasmide pGEXAK1STS

Le genehnk1STrMa été libéré du plasmide pBlumtk1STrMpar une double digestion avec
Kpnl et Xbal et inséré dans les vecteurs d’expoespBBR3 et pACT3 pour donner respectivement
les plasmides pBBRnk1STrMet pACThnk1STrM

Le genehnk1STrMa été libéré du plasmide pBlumtk1STrMpar une double digestion avec
EcoRV et Spel et inséré en amont du ggicAT-Pdans le plasmide pBGeAT digéré par EcoRV. Le
plasmide pB$nk1STrM-gIcATa été obtenu.

Le génechst4a été libéré du plasmide pBluritst4 par une double digestion avec Kpnl et
Xbal et inséré dans le vecteur d’expression pBltipBKS pour donner le plasmide pB&st4

Le genervl373a été libéré du plasmide pBlumi373par une double digestion avec Pstl et
Notl et inséré dans le vecteur pBlueScriptKS digiuéc Pstl et Notl. Le plasmide pB&373a été
obtenu.

Le fragment géniquaodP1(1562 bp) a été libéré du plasmide de clonage mBiladPlpar
une double digestion Kpnl et Hindlll, et le fragmeméniquenodQl1 (1868 bp) a été libéré du
plasmide de clonage pBluntdQlpar digestions Hindlll et Xbal. Le fragment géréquodQla été
inséré a la suite du fragment géniquaP1ldans le vecteur de clonage pCRBIlunt par ligatiois t
fragments pour former le plasmide final pBluratel QP

Le fragment géniquaodPQ contenant les geneedPletnodQl a été libéré du plasmide
pBluntnodPQ par une double digestion avec Kpnl et Xbal et a iés®ré dans les vecteurs
d’expression pACT3 et pBBR3 (digérés Kpnl et Xbpfur former respectivement les plasmides
PACT-nodPQet pBBRnodPQ
pBSgIcAT-kfiD (Yavuz, 2008) par une double digestion Kpnl-Hihd#t inséré dans le vecteur
d’expression pACT3 pour former le plasmide final@RgIcAT-kfiD.

Le fragment géniqukfiD (1466 bp) a été supprimé du plasmide accepteurTpgl€AT-kfiD
par une digestion Pstl, le plasmide pAGITAT a été construit.

Le genekfiD a été libéré du plasmide pBEAT-kfiD par une digestion Pstl et inséré dans le
vecteur d’expression pBBR3 digéré Pstl et déphaspdpour former le plasmide pBBKiD.

Le génegIcAT-P a été libéré du plasmide de clonage pBmDATPFL par une double
digestion Kpnl et Ncol et le germk1STrMest libéré du plasmide pBluhttk1STPFIpar digestions
par Ncol et Xbal. Puis le gétmk1STa été inséré a la suite du g&gh@AT-Pen fusion dans le vecteur
d’expression pBlueScript KS (digéré Kpnl et Xbarpne ligation trois fragments pour former le
plasmide final pBSHCAT-hnk1SFPF1.

Le genehnklSTrMa été libéré du plasmide de clonage pBhumtiSTPF2par une double
digestion Kpnl et Ncol et le gergdcAT-P a été libéré du plasmide pBlugicATPF2par digestions
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par Ncol et Xbal. Puis le gémgcAT-Pa été inséré a la suite du gémd&1STen fusion dans le vecteur
d’expression pBlueScript KS (digéré Kpnl et Xba§rpne ligation trois fragments pour former le
plasmide final pB3ink1st-glcATPF2.

EcoRlI et inséré dans le vecteur d’expression p@ex former le plasmide pGexk1STS

b) Expression chez Saccharomyces cerevisiae

Les génes d'intérét ont été sous-clonés dans eliffér vecteurs d’expression pESC de
Invotrogen (tableau x) & partir des plasmides deade ou a partir de plasmides déja existants au
laboratoire, par digestion par des enzymes deicsir. Les génes ont été intégrés dans les différe
plasmides pESC, sous le contrble des promoteurs lehkevure GALL1 ou GAL10 en sens opposé.
Chacun des vecteurs pESC contient un des qudtéeedits marqueurs de sélection chez la levure
(HIS3, TRP1, LEU2, ou URA3) dans la méme régionvdateur, ce qui permet une expression de
deux genes différents dans une simple cellule darde Les vecteurs pESC sont des plasmides
épisomaux de levure (YEps) qui utilisent le baclkdbde phage pBluescript Il SK(+) et une origine de
réplication de plasmide pUC et un gene de résistaniampicilline, ce qui permet une réplication et

une sélection chez E.coli.

,,,,,

,,,,,

le vecteur d’expression pESC-Trp pour former leeecfinal pESC-TrgkfiD

Le génegIcAT-P a été libéré du plasmide pBlugicATSpar double digestion avec Pacl et
Clal et inséré dans le vecteur pESC-Trp-kfiD paunter le vecteur final vecteur pESC-TgltAT-
kfiD.

Le fragment génique contenant les gégleAT etkfiD sous le contrdle des promoteur GAL 1

dans le vecteur d'expression pECS-Ura (digéré Bglbélété du fragment génique contenant les
promoteurs) pour former le vecteur final vecteuSgEUraglcAT-kfiD.

Le genegal3ST2a été libéré du plasmide pBluggd3ST2par digestions Xbal et Hindlll et
inséré dans le vecteur d’expression pESC-His paundr le plasmide final pESC-Hgal3ST2

Le genelgtA a été libéré du plasmide pS@tA par digestion avec EcoRI et inséré dans le
vecteur d’expression pESC-His pour former le plagnfinal pESC-HidgtA.

Le gendgtB a été libéré du plasmide pBlugtBS par double digestion avec BamHI et Sall
et inséré dans le vecteur pESC-IjtA pour former le vecteur final pESC-HigtA-IgtB.
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2. Cellules hotes
1. BactériesE.cali

Les bactéries utilisées pour la production desoshgcharides d'intérét dérivant de la souche
d’E.coli K12 (U00096) sont rassemblées dans le tableau 10.

Souches Caractéristiques Origine
DH1 F- supE44 recAl endAl gyrA96 (Nalr) thil hsdR&lAl DSM 4235
ZLK DH1 4lacZ wcaF::PlacinanKETA labo

ZLKA ZLK dlacA labo
ZW ZLKA AmelATiwcad labo
Geénes Activité codée Références
lacZ B-galactosidase (Dumon, 2004)
lacA Thiogalactoside transacétylase (Dumon, 2006)
mel A a- galactosidase (Bettler, 2003)
nanA NeuAc- aldolase (Fierfort, 2008)
wcal Glucose-1-phosphate transférase (Dumon, 2001)

Tableau 10 : bactéries hotes et leurs genes mitiliéésidans cette étude.

La souche ZW utilisée dans cette étude provienalaratoire ou elle permet la production des
oligosaccharides. Elle posséde des mutations quéecoent les génes responsables du catabolisme
des molécules a internaliser dans la bactérie pitier la synthése. La délétion dans la séquence d
génelacZ fait perdre a la souche ZW son actiit¢alactosidase. Le gémacA est également muté
dans cette souche pour empécher I'acétylationpagalactosides accepteurs. Ces deux premieres

mutations permettent de garder le lactose intasbrutilisation comme accepteur.

2. Levure Scerevisiae
Plusieurs souches de levuréduyveromyces lactiet Saccharomyces cerevis)aent été testées
durant ces travaux (résultats non montrés) mais $esitravaux avec la souche SleerevisiadV303
pour la production d'oligosaccharides d’'intérét été intéressants. Cette souche W303 est décrite pa
le génotypeMata, ade2-101, his3-11-15, leu2-3-112, trpl1-1, ura3-1.

3. Préparation des cellules compétentes et transforman
1. Préparation des bactéries compétentes

Deux méthodes ont été utilisées pour réaliser tedactéries.coli la transformation des
plasmides d'expression et de clonage. La méthottmuk et al. (1990) avec le tampon TB est la
méthode la plus efficace permettant une transfoomate plasmide difficile. La méthode de Chung et
al. (1989) avec le tampon TSS permet un protocdls papide pour des transformations plus

routinieres.
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a) Méthode avec le tampon TB

Les souches &.coli sont repiquées la veille a partir d’'une colon@és sur LB agar dans 10 mL
de LB liquide avec antibiotique et mis en cultuoesagitation la nuit a 37°C. Le matin on inocule a
1/50éme les souches dans 10 mL de SOB (2% Trypdob# Yeast Extract, 0.05% NaCl, 0.02% KCl,
pH 7.0) et mises en culture sous agitation & 28%gy’a obtenir une D&y comprise entre 0.4 et 0.6.
Dans des microtubes de 2 mL elles sont centrifugé&3000 g pendant 15 secondes a température
ambiante. Le culot est resuspendu doucement dénsL6@e tampon TB glacé (PIPES 10 mM, CaCl
2 H,0 15 mM, KCI 250 mM, MnGl4H,0O 55 mM, pH 6.7). Les tubes sont incubés 20 mindées la
glace. Apres une nouvelle centrifugation des ti#&b&8000 g pendant 15 secondes a 0°C, le culot est
repris dans 15@QL de tampon TB glacé et on ajoute [1I0 de DMSO. On incube la solution dans la
glace pendant 10 minutes. Les bactéries devenuapétentes sont plongées dans un bain d’'azote

liquide et conservées a -80°C jusqu’a leur utilgsat

b) Méthode avec le tampon TSS

Les souches &.coli sont repiquées la veille a partir d’'une colon@és sur LB agar dans 10 mL
de LB liquide avec antibiotique et mis en cultuoesagitation la nuit & 37°C. Le matin on inocule a
1/50éme les souches dans 10 mL de SOB et misadtarecsous agitation a 28°C jusqu’a obtenir une
DOgoo comprise entre 0.4 et 0.6. Dans des microtube2 de., elles sont centrifugées a 13000 g
pendant 15 secondes a température ambiante. Le astl@ette fois resuspendu dans 1mL de TSS
froid (10% PEG (poids/vol, MW 6000), 5% DMSO (vaily, 50mM MgC}, milieu LB 85%, pH 6.5).
Aliquoter la suspension par 150 pL en microtubes.8amL, congeler les tubes en les plongeant dans

I'azote liquide et les conserver a -80°C jusquid latilisation (< 2 semaines).

2. Transformation des bactéries
La transformation bactérienne est réalisée avecyl@@ bactéries compétentes et 2 a 5 uL de
chaque plasmide a intégrer. On place le mélangs tamlace pendant 20 minutes puis a 42°C
pendant 2 minutes. On ajoute 400 puL de SOC (SORiawigde de 2% Glucose 1M et 1% MgSTM)
et on incube les bactéries pendant 1 heure a 3@MCreconcentre les bactéries dans 100 pyL de
solution par centrifugation 4 minutes a 4000 g retétale sur LB agar additionné des antibiotiques

appropriés. On incube a 37°C pendant la nuit.

3. Préparation des levures compétentes
Selon la méthode fournie par Invitrogen avec lestengs pESC, les transformations de levure
sont effectuées par I'acétate de lithium qui setééaper la membrane des levures puis elles sabisse
un choc thermique. Cette méthode s’applique a diésp@lasmides circulaires réplicatifs et a des
fragments linéaires intégratifs. Les souchesSdeerevisiaesont repiquées la veille a partir d’'une

colonie isolée sur un milieu YPAD agar (0.0075%v)le sels de l-adénine hémisulfate, 1% (p/v)
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d’extrait de levure, 2% (p/v) de BaCmeptone, 2% (p/v) de dextrose, 2% (p/v) de Biamar) dans

10 mL de milieu YPAD liquide (sans agar) et miscetiure sous agitation la nuit & 28°C. Le matin on
inocule au 1/28°les souches dans 50 mL de milieu YPAD et misesuétnre sous agitation a 28°C
jusqu’'a obtenir une Dgg de 1.0. Les cellules sont centrifugées a 1000 glg®n5 minutes a
température ambiante. Le culot est resuspendu dmmtedans 10 mL de tampon LTE (0.1M LiOAc,

10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA). Les cellulesr#t centrifugées a 1000 g pendant 5 minutes,
le culot est repris dans 0.5 mL de tampon LTE. legares devenues compétentes sont conservées a

4°C jusqu’a leur utilisation (3 jours max.).

4. Transformation des levures

La transformation des levures est réalisée avad 86 levures compétentes et 1 a 3 ug de chaque
plasmide pESC a intégrer. On ajoute 300 pL de mé tdansformation (40% (p/v) de
polyéthyléneglycol 3350 (PEG3350), 0.1 M LiOAc, &M Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA). Le
mélange est incubé a 30°C pendant 30 minutes ptRS@ pendant 15 minutes. On lave les cellules 3
fois a I'eau distillée pour éliminer tout le PEGn @&concentre les levures dans 100 uL d'eau distill
par centrifugation 4 minutes a 1000 g et on étatedes boites de SD agar (0.67% (p/v) de YNB
(Yeast nitrogen base ; sans acide aminé et sansestazote), 0.5% (p/v) de (N)2SQ,, 2% (p/v) de
dextrose, 2% (p/v) de Baftagar, 1.3g de mélange d’acides aminés), Ce npkei étre supplémenté
en acides aminés correspondants aux auxotrophisélegtion des vecteurs pESC aux concentrations
finales suivante : L-histidine & 20 mg/L, L-leuci@a&0 mg/L, L-tryptophane a 40 mg/L ou L-Uracile &
20 mg/L. On incube a 30°C pendant 2-3 jours.

Le mélange d’acides aminés est utilisé aux conatomis finales suivantes : Adénine sulfate a 40
mg/L, L-arginine & 20 mg/L, L-acide aspartique & bflg/L, L-acide glutamique & 100 mg/L, L-lysine
a 30 mg/L, L-phénylalnine & 50 mg/L, L-sérine a 37&/L, L-thréonine a 200 mg/L, L-tyrosine a 30
mg/L et L-valine a 150 mg/L. La L-méthionine estlordairement supprimée du mélange pour

permettre a la voie de biosynthése de la méthiatiigtee activée et de produire un pool de PAPS.

4. Screening des souches par PCR sur colonie
Malgré la sélection des souches par résistancbiatimjue, une sélection des clones positifs est

réalisée par PCR sur colonie directement a paé# cblonies obtenues sur boite avec des brins

d’amorces designés spécifiquement.
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1. Culture a haute densité

1. Paramétres de culture
Les cultures de 1 L a haute densité sont effectdédes des fermenteurs SGIl de 2 L avec un

volume initial de milieu de 1 L (Samain, 1997). brelieu de culture est inoculé avec 20 mL de
préculture de la nuit ou de la journée. Les cuttute 200 mL & haute densité sont effectuées dans de
fermenteurs BioFors de 500 mL avec un volume init& 200 mL. Le milieu de culture est inoculé
avec 5 mL de préculture de bactéries de la nui oL de préculture de levure de la journée. Les
accepteurs (lactose, lactoside d'allyle, galactgadactoside de propargyle selon le cas) sont &out
au début des phases d’alimentation, en méme temesl'igducteur (IPTG a 50 mg/L pour les
bactéries ou galactose a 2 g/L pour les levures)milieu d’alimentation est introduit a 2.4 mL/h
durant les 3 heures de la phase d’adaptation @émgllypuis a 1.5 mL/h durant la phase de production
La température est maintenue a 34°C pendant laephiascroissement de la biomasse, puis baissée a
28°C pour la phase de production pour les bactétamaintenue a 28°C pour les cultures de levure.
Le pH est ajusté a 6.8 avec du NE8% pour les bactéries, et régulé a 4.7 avec dyu28pb dilué 4x

et du HSQO,conc dilué 5x pour les levures. Le pourcentage ydjére disponible dans le milieu est
gardé supérieur a 25% grace notamment a la réguildé I'agitation, entre 200 et 1200 rpm pour les

bactéries et entre 150 et 600 rpm pour les levures.

2. Composition des milieux de culture
Le milieu de culture pour la fermentation de cefutE.coli est composé de NH,PO, (7 g/L),

de KH,PQ, (7 g/L), d’acide citrique (0.5 g/L), de KOH (0.3Ly, de NaOH (2.5 g/L), de la solution
des traces minérales (7.5 mL/L). Le MgSQ@ g/L), le glucose (17.5 g/L), la thiamine (4.9 ) et

les antibiotiques (0.1%) sont ajoutés dans le mile&ai moment de linoculation. La solution

d’alimentation standard renferme du glycérol (500) gou du glucose (500 g/L) comme source
d’énergie et de carbone, du MgSQ2 g/L) et de la solution des traces minéralésr2/L). Cette
derniére contient du nitrilotriacétate (70 mM, pt$)6 du citrate ferrique (7,5 g/L), du MnCHBH,0O
(1,3 g/L), du CoGl 6H,0 (0,21 g/L), du CuGl 2H,0 (0,13 g/L), du BBO; (0,25 g/L), du ZnSQ
7H,0O (1,2 g/L) et du N#MoO,.2H,0 (0,15 g/L).

Le milieu de culture pour la fermentation de dekudeS.cerevisiaest composé de 0.67% (p/v)
de YNB (Yeast nitrogen base ; sans acide aminaret source d'azote), de 0.5% (p/v) de RSQ,
de 2% (p/v) de dextrose, et de 1.3g de mélangeidd@'scaminés, complémenté en fonction des
vecteurs utilisés : Tryptophane 200 mg/L, UracD® ing/L, Leucine 300 mg/L, Histidine 100 mg/L..
Lors des phases d'alimentation, la solution d’afitaéon est composée de YNB sans acide aminé et
sans ammoniaque (37 g/l), de (NBSQ, (28 g/L), du mélange d'acide aminé (7 g/L), et

éventuellement des acides aminés liés aux auxoa®pdppropriés. Du galactose, utilisé comme
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source de carbone et d'énergie et comme inductesrpdomoteurs GAL1 etGAL10, suivant les
cultures peut étre ajouté également dans 'aliniemt#0.750 g/L/h) pour éviter un choc osmotique en
cas d’ajout direct en début de phase de produetiame compétitivité avec le lactose sur la lactose
perméase.

3. Suivi de la culture
Des prélevements de 1 mL sont réalisés a difféetemps pendant la culture. lls sont centrifugés

pendant 2 minutes a 13000 rpm pour séparer ladraektracellulaire du culot bactérien. Ce dernier
est resuspendu dans 1 mL d’eau distillée, portéudition pendant 20 minutes pour lyser les ceBule
et centrifugé une nouvelle fois pendant 2 minutd8@00 rpm. Le nouveau surnageant contient les
oligosaccharides du milieu intracellulaire.

4. Analyse des prélevements par chromatographie sur aohe mince
L'avancement des fermentations et réactions auété gar chromatographie sur couche mince

(CCM) sur des plagques de silice (TLC Gel de sib€eF254 de Merck, Darmstadt) en utilisant des

systémes d'éluants appropriés. La migration desarétlons est effectuée en cuve fermée en

saturation du solvant de migration. Pour une mignatente des échantillons un mélange n-
Butanol/AcOH/HO en proportion 2/1/1 est utilisé, alors que poue umigration plus rapide un
mélange AcOH/n-Butanol/EtOH/Pyridine/8l en proportion 1/10/100/10/30 est utilisé. La fatién
est effectuée par trempage des plaques dans déateéws spécifiques, un mélange acideS®-
MeOH-H,O : 3/45/45) pour les composés protégés ou un meélanide a base d’orcinol (1g/L dans
H,SO/EtOH/H,O 3:70:20) pour les composés libres, puis chauféage0°C.

1. Purification des oligosaccharides

1. Extraction par adsorption sur charbon actif
A la fin de la fermentation, la culture est cenigée pendant 25 minutes & 7000 g. Apres

séparation du surnageant, le culot est resuspeamtiiuth volume de I'eau équivalent. Les cellule$ son
lysées par autoclavage (50 min a 100°C). Les ddéalislaires et les protéines bactériennes sont
éliminés puis, la solution est filtrée par adsamptisur un mélange composé de 50 g de célite
(Diatomaceous earth non washed, SiO2 90%, D5599m&i et 50 g de charbon végétal actif
(Activated charcoal, C5510, Sigma). Apres troisatzes avec 1 L d’eau chacun, les oligosaccharides
sont élués avec une solution d’éthanol 50%. Apvepdration sous vide du mélange éthanol-eau, le
produit brut de la fermentation est lyophilisé.
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2. Purification par chromatographie d’exclusion
L'extrait brut est purifié par chromatographie dision a I'aide d’'une colonne Toyopearl

HW40S (4.5 x 95 cm) éluée au NaHQOMIM a un flux de 3 mL/min a 50°C ou a l'aide d'appareil
de GPC muni d’'une colonne de HW40 (1.5 x 100 cm¢e&la I'eau distillée a un débit de 0.4 mL/min.

La détection est réalisée par réfractométrie.

3. Purification par chromatographie échangeuse d’ions
Les oligosaccharides glucuronylés ou sulfatés, gdsarnégativement, sont séparés des

oligosaccharides neutres par fixation sur une eéBiowex 1x4 sous forme HGQ5 cm x 30 cm). La
résine est lavée a 'eau distillée, puis les oligobarides chargés sont élués avec un gradieairiné
de NaHCQde 0 a 1M a un débit de 6 mL/min. Le bicarbon&eadium est ensuite éliminé avec une
résine Amberlite IR120 H+. Les différentes fracaecueillies sont ensuite déposées sur CCM pour
regrouper celles qui contiennent le méme oligosaadé.

Une purification des oligosaccharides chargéséadisée par fixation des oligosaccharides sur
une résine DEAE A25 (AcO-) (5 x 30 cm). Aprés lawagl’'eau distillée, les oligosaccharides chargés
sont élués avec un gradient de AcONa 0-1M & unt akbi6 mL/min. +. Les différentes fractions
recueillies sont ensuite déposées sur CCM pourovpgr celles qui contiennent le méme

oligosaccharide.

4. Purification par chromatographie flash
Les séparation par chromatographie rapide sorisé&al sous pression d’air comprimé sur colonne de

gel de silice (Merck Geduran Sl 60 ;40-63um) a¥@a&nt indiqué.

V. Caractérisation des oligosaccharides

1. Analyse par spectrométrie de masse
Les spectres de masse sont obtenus par la méthoéleatrospray négatif et positif (ESI). Les

échantillons sont passés sur le spectrometre quidelZQ™ Micromass version 2000uma de Waters.
L'oligosaccharide en solution aqueuse a une coraigon de 0.05 mg/mL est injecté dans le capillaire
a une vitesse de Oud/min. Les parametres de la source d’ionisatiort smsuivants :

- voltage du champ électrique : 3.51kV
- température de la source : 100°C
- voltage du cone : 80V
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Les spectres de masse haute résolution ESI sigagalr un spectrophotométre ZQ 4000 Waters-
Micromass au Laboratoire des Glucides d’Amiens ramée.

Les spectres RMN sont réalisés au CERMAV sur uraggiipBruker AC 300 ou sur un appareil
Bruker Avance 400 & 298 K et. Les spectres RMN t1EB€ sont réalisés dans D20.

Les pouvoirs rotatoires des composés purs sont réesa une température de 20°C a
concentrations connues avec un polarimétre PedkieiE 341, utilisant une lampe a sodium
(A =589 nm).

2. Spectres RMN
Les spectres RMN 13C et 1H sont réalisés a pauinedsolution de 20 mg de produit pur

lyophilisé et dissous dans 500 mL d’'oxyde de déuter(D20). Les spectres 13C sont obtenus a
I'aide du spectrométre AC300 BRUKER (300 MHz) mdhin champ magnétique de 7.05 Tesla. Les
spectres 1H des oligosaccharides de petites td2llés4 unités saccharidiques) sont effectuésesur |
méme appareil. Seule la température d’acquisitibvariable entre 298 et 338 K. Pour les plus ggand
oligosaccharides (> 4 unités saccharidiques), pectees 1H sont réalisés avec le spectrométre
BRUKER AVANCE 400 doté d’'un aimant supraconductelus puissant de 9.4 Tesla a blindage actif.
Les déplacements chimique® 6ont donnés a 298 K en ppm relatifs aux picduéds du solvant
(CHCl; : 1H 7.24; 13C5 77.0 pic central; HOD 1H 4.8) comme référencerimvgepour les composeés

protégés.

V. Test Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA)

Le protocole a été adapté du test ELISA de Patticfalark etal., il comprend 4 étapes :

1ére étape : les néoglycoprotéines (jtD@e chaque solution) présentant 'antigene HNK4IHNK-

1 atypique a leur surface sont déposées au fongudssd’'une plaque de microtitration (PS-PLAQUE
96 puits a fixation moyenne, GREINER) pendant deewres a 37°C. Les puits sont ensuite vidés et
saturés avec 150 pL de tampon de blocage (1% saiwmine bovine (p/v, BSA) dans PBS 1X)
pendant une heure & T°C amb. Des puits témoinsréalisés avec la protéine BSA qui ne posséde

aucun motif oligosaccharidique a sa surface.

2éme étape : aprés lavage avec 200 pL de tamplavatge (0.05% Tween 20 (p/v), PBS 1X), 100 pL
de chacun des différents anticorps primaires aNtikH sont mis en solution et incubés a 37°C
pendant 1 heure. Les puits de plague de micratitrapnt lavés quatre fois avec 2d0de tampon de

lavage pour éliminer les anticorps qui ne se sastfixés a la surface des glycoprotéines immolaiisé

3éme étape : 100L de la solution contenant les différents anticapsondaires liés a la peroxydase

sont ajoutés dans chaque puits, I'interaction @stée 1 heure a température ambiante. Les puits de
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plague de microtitration sont lavés quatre foisca2@0uL de tampon de lavage. La révélation se fait
par ajout de 10QL du réactif OPD (O-phenylénediamine, Sigma FastPDPet la coloration est
laissée a développer a I'obscurité. La réaction RRGt arrétée par 50 d'acide sulfurique (1M) des
que la coloration bleue apparait et 'absorbantenesurée a 490nm. Les résultats présentés tiennent

compte des puits blancs (sans protéine).

VI. Dosages

1. Dosage des acides uronigues
La teneur en acide uronique est quantifiée par deage avec le 3-hydroxydiphényle (N.

Blumenkranzt) avec I'acide glucuronique comme saathdA 200 pL d’'une solution & doser contenant
0.5 a 20 pg d’acide uronique, dans la glace ontajdl2 mL de réactif A (0.0125 M tétraborate de
sodium dans E80O;). Aprés hydrolyse pendant 10 minutes a 100°C, R@eréactif C (0.15% de 3-
hydroxydiphényle (p/v) dans le réactif B (0.5% Na@&hs I'eau)) sont ajoutés. Aprés agitation, la
solution est laissée a colorer a I'obscurité. L&abance est lue a 520 nm contre un blanc ne camtena
pas de MHDP.

2.Dosage des protéines
La teneur en protéines est quantifiée par le dogag protéines de Bradford avec un standard

BSA. 200 uL de colorant Biorad sont ajoutés a 80Qlg@ solution a doser dans I'eau, la solution est

laissée a température ambiante. L'absorbanceest 595 nm.

3. Dosage des sucres totaux
La teneur en sucre total est quantifiée par lagesu phénol-acide sulfurique (Dubois, 1956).

A 200 pL de la solution a doser, sont ajoutés 200dg phénol 5% dans I'eau et 1 mL d’acide
sulfurique dans la glace. Aprés agitation, le mgdaast laissé a température ambiante a I'obscurité
pendant 30 min. L'absorbance est lue a 490 nm eamtrblanc. Le standard utilisé pour la courbe est

de l'acide glucuronique.
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VIlI. Sulfatation chimique

[(2,4-di-O-acétyl$-D-glucopyranosylurono-6,3-lactone)-(1-3)]-(2,4,6rt O-acétyl$-D-
galactopyranosyl)-(1,4)-2,3,6-triO-acétyl$-D-glucopyranoside d'allyle (1).

OAc

AcO
o o OAc
AcO o/\/
o o d

OAc

OAc

OAc OAc

Chemical Formula: C37H48054

Une suspension de composé de GIcA-Lac-Allyle (84 b pmol) dans A© (3 mL) est
chauffée a 80°C pendant 4 h, et ensuite refroitindpérature ambiante. On ajoute de la pyridine (3
mL) en mélange avec une quantité catalytique de PMB mg). Apres 24 h le mélange est co-
évaporé avec une pompe palette avec du toluéne5(2rL) a 30°C. Apres purification par
chromatographie rapide sur gel de silice (acétatthyle/éther de pétrole : 7-3), le compdkdst
obtenu (69 mg, 78.7 umol, 54%).

[0]*% —26.1 € 0.7, CHC})

'H RMN (CDCk) 6 5.80 (m, 1H, OCLCH=CH,); 5.34 (d, 1HJ 3 Hz, H-#%); 5.22 (dd, 1HJ 1, 17
Hz, OCHCH=CH,); 5.17-5.03 (m, 3H, OC}CH=CH,, H-3°°, H-2°%); 4.96-4.83 (m, 5H, HZ, H-
160A H-28A H-FBA H-45A): 4.48 (d,J 7.8 Hz, H-£); 4.42 (dd, 1H,) 2, 12 Hz, H-69"); 4.32 (d,
J 7.8 Hz, H-£?); 4.26 (dd, 1H,) 4.8, 13 Hz, OE,C=CH,); 4.10-4.0 (m, 3H, OB,C=CH,, H-6b°",
H-6a°%); 3.92 (dd,J 7, 11.5 Hz, H-68"); 3.76-3.69 (m, 3H, H¥' H-4°° H-5°%); 3.56 (m, 1H, H-
5°9): 2.16-1.95 (m, 24H, OCQO4:)

*C RMN (CDCE) 6 170.5-168.1; 133.3; 117.6; 101.5; 100.8; 99.3; 79507; 72.7; 72.4; 71.8; 71.5;
70.9; 70.5; 70.0; 69.3; 68.2; 67.9; 67.2; 62.21620.9-20.4

HRMS (MALDI-TOF) Calcd pour GHagO04 [M+K] " 915.... Trouvé

[(methyl 2,4-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)]-(2,4,6-triO-acétyl$-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-2,3,6-triO-acétyl-D-glucopyranoside d’allyle (2).

OAc

AcO
Me0OC ¢ o OAc
AcO ° AcO o
HO 0 o g
OAC OAc
OAc

Chemical Formula: C3gHs50055
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Une solution de la lactong (61 mg, 70 pmol) est traitée avec AcONa anhydren{f 1
équiv.) dans MeOH anhydre (3 mL) & température anbi Apres disparition du produit de départ
suivi en CCM (2 h), on neutralise la réaction auae résine Amberlite IR 120 (forme"HLa résine
est filtrée et le filtrat est évaporé a sec. Le posé 2 (52 mg, 57 pumol) est obtenu aprées
chromatographie flash (7 :3 acétate d'éthyle/étleepétrole) avec un rendement de 82 %, sous forme

de poudre blanche.

[a]*%5 -13.2 € 1.6, CHCH)

'H RMN (CDCk) 6 5.80 (m, 1H, OCLCH=CH,); 5.34 (d, 1HJ 3 Hz, H-#%); 5.22 (dd, 1HJ 1, 17
Hz, OCH=(H,); 5.20-5.03 (m, 4H, H¥, H-2°¥ H-4°“* OCH=CH, ); 4.89 (t, 1H,J 9 Hz, H-Z");
4.75 (t, 1H,J 9 Hz, H-Z'*); 452 (d, 1HJ 7.5 Hz, H-£); 4.48 (d, 1HJ 7.8 Hz, H-f"); 4.41
(dd,1H,J 1.5, 12 Hz, H-6&%); 4.30 (d, 1H, 8 Hz, H-£?); 4.26 (dd, 1H,) 5, 13 Hz, O®,CH=CH2);
4.10-3.95 (m, 3H, OB,CH=CH2, H-65°, H-6&%); 3.89 (d,J 10 Hz, H-5"*); 3.81-3.69 (m, 6H,
COOH;, H-3F* H-4°° H-5°%): 3.64 (t, 1H,J 9 Hz, H-3"*): 3.55 (m, 1H, H-§8); 2.10-1.98 (m,
24H, OCO®5)

¥C RMN (CDC}) 6 170.5-167.1; 133.3; 117.6; 100.7; 100.4; 99.3; :78909; 73.2; 72.9; 72.7; 72.6;
71.7;71.5;71.2; 70.9; 70.0; 68.5; 62.1; 61.68520.8-20.5

HRMS (MALDI-TOF) Calcd pour GgHs,0,5 [M+Na]™: .... Trouvé

[(méthyl 2,4-di-O-acétyl-3-O-sulfo-p-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)]-(2,4,6-triO-acétyl$-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-2,3,6-triO-acétyl$-D-glucopyranoside d’allyle, sels de sodium (4).

OAc

AcO
MeOOC OAc
AcO ° O a0 o
Na0;SO o 0 g

OAc OAc
OAc

Chemical Formula: C3gHgz1NaOogS

Une solution d& (42 mg, 46.2 umol) dans du DMF (1 mL) est trad®ec un complexe de
SG;.Py (68 mg) pendant la nuit a température ambi&@reneutralise la réaction avec du bicarbonate
de sodium (80 mg) et on agite pendant 1h. Le sagldiltré sur fritté et lavé avec du méthanol (10
mL), et le filtrat est traité avec une résine égjearse de cation IR120 (forme Naendant 20 min. La
résine est filtrée avec un fritté et lavée aveendthanol (10 mL). Le filtrat est évaporé a secueifig
par chromatographie flash sur colonne de gel deeditichlorométhane/méthanol : 9-1) pour donner

le compos& (30 mg, 29.7 umol) avec un rendement de 64%.
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[a]*% —4.7 € 1.1, HO)

'H RMN (CDCk) 6 5.81 (m, 1H, OCLCH=CH,); 5.37 (d,J 3 Hz, H-£; 5.30 — 5.15 (m, 4H,
OCH=CH,, H-3%¢, H-4°"4); 4.99 (t, 1HJ 9 Hz, H-#?); 4.89 (m, 2H, H-3°, H-2°'): 4.68 (d, 1H,)

8 Hz, H-**); 456 — 4.42 (m, 3H, HEF, H-3¥ H-64); 4.37 (d, 1HJ 8 Hz, H-F?); 4.27 (dd,
1H,J = 13, 5 Hz, 1H, O8,CH=CH,), 4.13 — 3.80 (m, 7H, Qd;CH=CH,, H-3° H-5°% H-5°C H-

6b°°, H-6a,I5%), 3.76-3.68 (m, 4H, COOGHH-4°"); 3.58 (m, 1H, H-8"); 2.14 — 1.94 (m, 27H,
OCOCH)),

%C RMN (CDC}) 6 171.8-168.1; 133.3; 117.5; 100.5; 100.3; 99.37777.2; 75.9; 72.7; 72.6; 72.2;
71.6; 71.4; 71.1; 70.7; 69.9; 69.5; 68.9; 62.10633.2; 20.8-20.6
HRMS (MALDI-TOF) Calcd pour GgHs,0,6S [M+NaJ': .... Trouvé

[(3-O-sulfo-p-D-acide glucopyranosyluronique)-(1-3)]-§-D-galactopyranosyl)-(1-4)g-D-

glucopyranoside d'allyle, sels di-sodium_(4).

Ho OH
NaOOC OH
Na0;SO o °© o)
OH OH
OH

Chemical Formula: Cy1H3oNay,0,0S

Une solution aqueuse de LIOH 2M (0.1 mL) est ajeudéune solution d8 (30 mg, 29.7
pmol) dans un mélange THF-eau 10 :1 (3.3 mL) a Q®0mélange est laissé en retour & température
ambiante pendant 2h, et il est neutralisé avec AafHcentré et lyophilisé. A une solution du résidu
dissout dans MeOH (0.75 mL) et de I'eau (0.25 ndy, MeONa 1M (0.325 mL) est ajouté. Le
mélange est laissé a température ambiante durdmt pl8s neutralisé avec de I'acide acétique,
concentré et lyophilisé. Le résidu est dessaléuser colonne Toyd’earl HW-40S dans de l'eau

(1000x1 cm) pour donner le proddi{12 mg, 13.7 pmol).

[a]*°% —13.6 € 0.5, HO)

'H RMN (CDCL): 5.87 (m, 1H, OCKCH=CH,); 5.27 (dd, 1HJ 1.5, 17 Hz, OCH=8); 5.17 (dd,
1H,J 1.5, 10 Hz, OCH=8); 4.65 (d, 1H,J 8 Hz); 4.42 (d, 1HJ 8 Hz); 4.39 (d, 1H) 8 Hz); 4.28
(dd, 1H,J 6, 12.5 Hz); 4.23 (t, 1H] 9 Hz); 4.11 (dd, 1H) 6, 12.5 Hz); 4.06 (d, 1H} 3Hz); 3.87 (dd,
1H,J 2, 12 Hz); 3.73-3.46 (m, 12H); 3.22 (t, 1H3.5 Hz)

¥C RMN (CDCE): 6176.2 ; 134.0; 119.5; 103.9; 103.2 ; 101.7 28483.0; 78.9: 76.6; 75.7 ;
75.4;75.1;73.5;726;71.4;71.2;70.8.86861.7 ; 60.8

HRMS (MALDI-TOF) Calcd pour &H340,,S
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VIIl. Conjugaison des oligosaccharides avec la

sérum albumin bovine

Une solution det (34 mg, 50.3 pmol) dans MeOH (5 mL) est agité @E5sous un flux

d’'ozone (0.25 g/h, 0.4 bar 02, 160 V) généré paozoneur Kaufmann Umwelttechnik OZ1-L. Le
mélange est laissé 1 heure (suivi par CCM de laadison compléte du produit de départ). Le ballon
est purgé deux fois a -50°C avec de I'argon etxoge® de sulfide diméthyle est ajouté (33 mg, 40 pl,
10 équiv.). Le mélange est laissé trois heures amexetour progressif a température ambiante puis
concentré. L'aldéhyde britest dissout dans de I'eau distillée (1 mL), psisagouté une solution de
BSA (12.8 mg dans 400 pl d’'eau) et de sodium cyarawtydride (25 mg dans 200 ul d’eau). Le
mélange est agité 72h a 37°C. Apres dialyse catdrBeau (Visking typ 20/32 MWCO 14 000) et
lyophilisation, on obtient le produt

Une solution de GIcA-Lc-Allyle (50 mg, 50.3 pmolams MeOH (5 mL) est agité a -50°C
sous un flux d’'ozone (0.25 g/h, 0.4 bar O2, 16@¥nHéreé par un ozoneur Kaufmann Umwelttechnik
0OZ1-L. Le mélange est laissé 1 heure (suivi par GieMa disparition compléte du produit de départ).
Le ballon est purgé deux fois a -50°C avec de dargt un excés de sulfide diméthyle est ajoutés(55.
mg, 66 pl, 20 équiv.). Le mélange est laissé thaisres avec un retour progressif a température
ambiante puis concentré. L'aldéhyde Butst dissout dans de I'eau distillée (1 mL), pwisaouté
une solution de BSA (20 mg dans 400 pl d’eau) esatkum cyanoborohydride (51 mg dans 200 pl
d’'eau). Le mélange est agité 72h a 37°C. Apreyskatontre de I'eau (Visking typ 20/32 MWCO 14
000) et lyophilisation, on obtient le prod@it

IX. Gel délectrophorese et westernblot

Les protéines ont été produites et purifiées corsuite

Un ensemencement d’'une culture de la nuit au 1é8D@éalisé dans 250mL de LB, puis la
culture incube a 28°C. L’induction est réalisée lsunuit par I''PTG a partir d'une DO600 de 0,6.
Apres centrifugation (207, 8000g), les bactériestseprises dans 4 mL de tampon de lyse (Tris pH 8,
NaCl 0.5M) et cassées au disrupteur. Aprés uneaadhtrifugation (30’a 500009 ), le tampon de
dénaturation (x6) et d@-mercaptoéthanol (10% vol/vol) sont ajoutés immiieent (fraction
soluble : + 1/6 vol de tampon de dénaturation ftéction insoluble : reprise dans tp de lyse (méme
volume que surnageant), puis ajout du tampon datdgation). Apres chauffage 5 min a 100°C, 20ul
de chaque fraction sont déposés sur le gel de grglganide (gel de séparation [Tris-HCI (1.5M, pH
8.8) 25% (v/v), solution d’acrylamide (30%)/ bisdamide (0.8%) 33% (v/v), SDS (10%) 1% (v/v),
TEMED (N,N,N’,N’-Tétraméthyléthylénediamine) 0.04%/v), persulfate d’ammonium (10%) 1%
(v/v)] et de concentration [Tris-HCI (1M, pH 6.88% (v/v), solution d'acrylamide (30%)/ bis

151



acrylamide (0.8%) 17% (v/v), SDS (10%) 1% (v/v), MED 0.1% (v/v), persulfate d’ammonium
(10%) 1% (v/V)]).

L’électrophorése est réalisée avec du tampon deation [Tris 25 mM, pH 8.5, glycine 192
mM, SDS 0.1%] a 30 mA constant pendant une heure.

La coloration du gel s’effectue par la solutionocdéoration au bleu de Coomassie [Coomassie
R250 : 0.25% (p/v), acide acétique 9% (v/v), éth&s86 (v/v)]. L’excés de colorant est éliminé par

plusieurs bains dans la solution de décoloratiomgacétique 7.5%(v/v), éthanol 5% (v/v)].
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