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Au cours de ma thèse intitulée « Diversité fonctionnelle du système de détoxication chez les 

champignons lignolytiques », je me suis intéressé à une famille d’enzymes, les glutathion transférases 

(GSTs) chez Trametes versicolor, organisme choisi comme modèle d’étude.  

Ce manuscrit sera organisé en trois parties : 

- D’abord, une introduction qui comportera trois chapitres : le premier abordera le bois et en 

particulier sa composition chimique. Le second chapitre sera dédié aux champignons saprophytes, 

notamment leurs mécanismes de dégradation et de détoxication. Le dernier chapitre se focalisera 

sur la famille des glutathion transférases dans le règne fongique. Enfin, la problématique de 

recherche et les objectifs de thèse seront décrits. 

- Dans la seconde partie de ce manuscrit, les résultats de mes travaux seront présentés sous la forme 

de publications scientifiques. 

- Enfin, dans une dernière partie, les résultats de mes travaux seront discutés et des perspectives de 

recherche seront proposées.  
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Chapitre I : La durabilité naturelle du bois est partiellement liée à sa composition 

chimique 

1. Définition et généralités 

Au sein du règne végétal, le bois possède plusieurs rôles. D’abord celui de support mécanique 

notamment car il soutient les feuilles qui sont les organes impliqués dans les processus de 

photosynthèse. De plus, le bois permet à l’organisme, de résister à la gravité et au vent (Alméras et al., 

2018). D’autre part, il a un rôle de conducteur de l’eau et d’éléments minéraux prélevés par la partie 

souterraine dans le sol via le système racinaire. Enfin, il a aussi un rôle de stockage de différents 

composés tels que les oses et les lipides.   

D’un point de vue histologique, le bois (également appelé xylème secondaire) est désigné comme un 

tissu secondaire produit à partir du cambium de type libéro-ligneux. Ce tissu permet la croissance en 

largeur de la plante. Dans le règne végétal, le bois est principalement présent dans deux groupes de 

plantes terrestres, les gymnospermes (plus couramment appelées les résineux) et les angiospermes 

(Pettersen, 1984).  

En fonction du groupe phylogénétique, le bois est différent d’un point de vue morphologique et deux 

types peuvent être identifiés (Blanchette, 2000) : 

- le bois de résineux, (en anglais « softwood ») qui contient exclusivement des trachéides reliées à 

des rayons de cellules du parenchyme. 

- le bois de feuillus, (en anglais « hardwood ») qui contient des pores (pouvant aussi être appelés 

des vaisseaux) présents entre les cellules du parenchyme et les fibres. 

Le bois contient des cellules dont les parois sont composées de trois polymères majeurs : la cellulose, 

les hémicelluloses et la lignine. De plus, celui-ci contient aussi une faible quantité de molécules qui 

sont appelées les extractibles. Ces différents composants seront décrits par la suite.  

 

2. La composition chimique du bois 

2.1. Les trois principaux polymères du bois 

2.1.1. La cellulose 

La cellulose représente 30 à 47% de la composition chimique du bois (Pettersen, 1984), c’est un 

polymère linéaire composé de résidus d’α-D glucopyranosyl reliées par des liaisons de type β-1,4. 

L’ensemble de deux molécules d’α-D glucopyranosyl liées par ce type de liaison forme le cellobiose 

qui correspond à l’unité de base de la cellulose (Figure n°1).  
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Figure n°1 : Section de la chaîne principale de la cellulose avec entre crochets l’unité cellobiose et au 

centre la liaison osidique β-1,4 (issue de https://easychem.com). 

 

2.1.2. Les hémicelluloses 

Les hémicelluloses sont des polymères polysaccharidiques et représentent de 12 à 26% de la masse 

sèche du bois. La structure des hémicelluloses est diverse à cause de la pluralité des oses qui en font 

partie. Par exemple, on peut y retrouver notamment du glucose, du mannose, du xylose, du galactose, 

de l’arabinose, de l’acide galacturonique et de l’acide glucuronique (Pérez et al., 2002). L’organisation 

des hémicelluloses varie en fonction de l’espèce végétale. Dans le bois des angiospermes, le 

glucuronoxylane est majoritaire tandis que chez les gymnospermes, il s’agit du glucomannane (Figure 

n°2 ; Pérez et al., 2002). 

Figure n°2 : (A) Structure chimique du glucuronoxylane, majoritaire chez les angiospermes.           

(B) Structure chimique du glucomannane, majoritaire chez les gymnospermes (issue de Pérez et al., 

2002). À titre d’exemple, deux liaisons osidiques β-1,4 et α-1,2 sont respectivement entourées en 

rouge et en vert. 

 

2.1.3. La lignine 

La lignine est un hétéropolymère composé de différentes sous-unités. Ces sous-unités sont des 

composés phénoliques appelés des monolignols. Les monolignols sont issus de la voie de biosynthèse 

des phénylpropanoïdes dont l’acide p-coumarique (formé à partir de l’acide cinnamique par la 

cinnamate 4-hydroxylase) est le précurseur. Il existe trois différents types de monolignols: l’alcool 

coumarylique, l’alcool coniférylique et l’alcool sinapylique (Figure n°3A ; Pettersen, 1984).  

A

B
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En fonction de l’appartenance d’une espèce végétale au groupe des gymnospermes ou à celui des 

angiospermes, la distribution des trois monolignols n’est pas la même. Dans le bois des résineux, c’est 

surtout l’alcool coniférylique qui est le plus retrouvé tandis que dans le bois d’angiospermes, ce sont 

les alcools coniférylique et sinapylique qui sont majoritaires (Pettersen, 1984). Pour permettre la 

synthèse de la lignine, les monolignols sont d’abord oxydés (par une réaction de déshydrogénation) 

sous l’action de peroxydases et/ou de laccases (Boerjan et al., 2003 ; Weng, Chapple, 2010 ; Whetten, 

Sederoff, 1995). Ensuite, une phase de couplage entre les monolignols oxydés et une liaison covalente 

entre les deux monomères va s’établir. Ce couplage se fera préférentiellement au niveau du carbone 

situé en position β et peut donner lieu à différentes types de liaison (Figure n°3B, en rouge ; Vanholme 

et al., 2010). Cependant, d’autres liaisons impliquant d’autres atomes de carbone peuvent également 

s’établir (Figure n°3B, en bleu, Husarcíková et al., 2018).  

Figure n°3 : (A) Structure des trois monolignols à l’origine de la formation de la lignine (issu de 

Pollegioni et al., 2015). (B) Ebauche de structure de la lignine avec différents types de liaison (issue de 

Husarcíková et al., 2018). 

Alcool coumarylique Alcool coniférylique Alcool sinapylique
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B
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2.1.4. La pectine 

Un quatrième polymère extrêmement minoritaire (représentant 1 à 4 % de la composition chimique du 

bois) peut être retrouvé et il s’agit des pectines. Les pectines correspondent à des polysaccharides 

linéaires composés d’acides galacturoniques et de rhamnoses reliés par des liaisons α-(1, 4) (Green et 

al., 1996).    

 

2.2. Les cendres : des composés minoritaires 

Une catégorie extrêmement minoritaire dans la composition du bois peut être identifiée et il s’agit des 

cendres. Brièvement, les cendres (représentant par exemple 0,3 % de la composition chimique du bois 

d’hêtre, Fagus sylvatica) regroupent des substances minérales comme le calcium, le magnésium, le 

phosphate mais aussi quelques éléments métalloïdes comme le fer et le manganèse. 

 

2.3. Les extractibles 

2.3.1. Définition et généralités 

Les extractibles correspondent à une faible quantité de petites molécules qui peuvent être extraites du 

bois par des solvants. Les extractibles ne sont pas des éléments structuraux du bois. Ces molécules 

sont présentes soit dans la cavité cellulaire ou soit accrochées aux parois lignocellulosiques des 

cellules du bois (Pettersen, 1984).  

Dans la composition chimique du bois, la part des extractibles est comprise entre 5 et 20% de la masse 

sèche. Ce pourcentage varie en fonction de l’essence forestière et aussi du climat dans lequel elle se 

développe. Par exemple, il a été montré que les teneurs les plus importantes en extractibles sont 

mesurées chez les essences tropicales. De plus, la teneur en extractibles n’est pas la même dans toutes 

les parties boisées de l’arbre. Même si les extractibles sont présents dans le duramen et dans une 

moindre mesure dans l’aubier, les quantités en extractibles sont surtout les plus élevées à la base des 

branches, dans les écorces et dans les nœuds (Kebbi-Benkeder et al., 2015). D’autre part, à l’échelle 

d’une même espèce forestière et d’une même zone boisée (duramen, aubier, zone de transition), la 

teneur en extractibles peut varier en fonction des saisons (Mbakidi-Ngouaby et al., 2018).  

L’origine des extractibles pourrait s’expliquer par un processus de dépôt de ces petites molécules dans 

le bois de duramen pendant sa formation. Ce processus peut aussi se réaliser dans la zone frontalière 

(ou zone de transition) entre le duramen et l’aubier (Taylor et al., 2002). La synthèse de ces molécules 

est souvent induite dans le cas où l’arbre est soumis à des stress environnementaux (biotiques et 

abiotiques).  
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Les extractibles représentent des molécules appartenant à différents groupes chimiques dérivant du 

métabolisme primaire (lipides) et secondaire (lignanes, flavonoïdes, tannins, benzophénones, stilbènes 

et terpènes). Ces groupes chimiques sont de deux types : les composés phénoliques (regroupant les 

lignanes, les flavonoïdes, les tannins, les benzophénones et les stilbènes) et l’ensemble des composés 

aliphatiques et alicycliques (regroupant les terpènes et les acides gras). Pour chaque classe chimique, 

les structures et les rôles identifiés de ces molécules seront décrits plus en détails dans la section 

suivante. 

 

2.3.2. Les principales classes chimiques d’extractibles 

2.3.2.1. Les lignanes 

Les lignanes sont des composés de nature polyphénolique issus de la voie des phénylpropanoïdes. Les 

constituants de ces composés sont les mêmes que ceux de la lignine. En effet, les structures des 

lignanes sont composées d’un dimère de monolignols. Brièvement, les monomères de monolignols 

s’associent par des liaisons établies entre les atomes de carbone à la position 8 (Figure n°4).  

Figure n°4 : (A) Structure de deux alcools coniféryliques avec en rouge, la position des carbones 

impliqués dans la liaison entre les deux monolignols afin de former le lignane pinorésinol. (B) 

Structure d’un lignane caractéristique des gymnospermes, l’acide plicatique. (C) Structure d’un 

lignane caractéristique des angiospermes, l’acide nordihydroguaïarétique. (D) Structure d’un lignane 

provenant de bois de Picea abies ayant un effet antifongique sur la croissance d’Heterobasidion 

annosum : le matairésinol (issue de Lamblin et al., 2008 et de Davin, Lewis, 2003). 
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Les lignanes représentent la classe chimique majoritaire dans les extractibles de bois de différentes 

espèces ligneuses ; par exemple le sapin baumier (Abies balsamea), le sapin de Sibérie (Abies 

sibirica), l’épicéa (Picea abies), le sapin Douglas (Pseudotsuga menziesii), le mélèze d’Europe (Larix 

decidua) (Willför et al., 2003). Les lignanes représentent plus de 200 molécules et possèdent plusieurs 

propriétés biologiques comme par exemple des activités antitumorale, insecticide, antibactérienne et 

peuvent agir comme des inhibiteurs de la croissance racinaire de certaines espèces végétales (MacRae, 

Towers, 1984).  

Une propriété antifongique a également été identifiée chez plusieurs lignanes provenant de bois 

d’épicéa (Picea abies avec le lignane matairesinol), d’essences forestières appartenant au genre 

Prunus sp (avec le lignane isoolivil) et de tulipier de Virginie (Liriodendron tulipifera avec le lignane 

syringaresinol), suggérant leur rôle protecteur vis-à-vis du bois (MacRae, Towers, 1984). Cette 

propriété antifongique pourrait s’expliquer par la capacité de certains lignanes à inhiber le 

fonctionnement d’enzymes extracellulaires (comme par exemple les cellulases et les laccases) 

(MacRae, Towers, 1984).  

 

2.3.2.2. Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes représentent une classe chimique bien connue pour plusieurs raisons ; (i) d’abord par 

un nombre très élevé de molécules qui en font partie (plus de 6000 identifiées à ce jour) ; (ii) par la 

présence ubiquitaire dans le règne végétal des gènes impliqués dans la biosynthèse de ces composés et 

enfin, (iii) par leurs multiples rôles physiologiques. Ces trois aspects seront décrits plus en détails ci-

dessous. Basée sur l’étude structurale, la classification des flavonoïdes a révélé l’existence de six 

groupes majeurs : les chalcones, les flavones, les flavonols, les flavandiols, les anthocyanines et les 

proanthocyanidines (également appelées les tannins condensés qui seront décrits dans la section 

suivante, Figure n°5A, Falcone Ferreyra et al., 2012). Le squelette de base des flavonoïdes est 

constitué de deux cycles aromatiques (notés A et B) avec entre les deux un cycle hétérogène (noté C, 

Figure n°5B). Les voies de synthèse des flavonoïdes font partie du métabolisme secondaire et elles 

dérivent de la voie des phénylpropanoïdes. La synthèse de ces polyphénols débute par la 

transformation de phénylalanine en 4-coumaroyl-coenzyme A. Cette dernière sous l’action de la 

chalcone synthase va être transformée en naringénine chalcone qui est le premier flavonoïde synthétisé 

(Figure n°5C). 
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Figure n°5 : (A) Structure des principaux groupes de flavonoïdes (issue de Falcone Ferreyra et al., 

2012). (B) Annotations de la structure de la quercétine avec la nomenclature : les lettres représentent la 

localisation des cycles aromatiques tandis que les chiffres correspondent aux positions. (C) Aperçu 

non exhaustif de la voie de biosynthèse des flavonoïdes (modifiée de Falcone Ferreyra et al., 2012). 

 

A l’échelle de l’arbre, les flavonoïdes sont présents dans tous les organes (feuilles, racines, tronc, 

branches, …). Dans cette partie, l’état des connaissances à propos des flavonoïdes retrouvés dans le 

bois sera uniquement décrit. Des analyses en chromatographie gazeuse couplée à de la spectrométrie 

de masse ont mis en évidence la présence généralisée de flavonoïdes (comme par exemple la 

naringénine et le dihydrokaempférol) dans des extraits de bois issus de troncs (duramen, aubier) et de 

nœuds chez trois espèces de peuplier (Populus tremula, tremuloides et grandidentata). Cependant, les 

flavonoïdes sont répartis de façon hétérogène dans l’arbre. Par ordre décroissant, la plus forte teneur 

est retrouvée dans les nœuds puis dans le duramen et enfin dans l’aubier où les quantités sont plus 

faibles (Pietarinen et al., 2006). Il a été montré que ces molécules retrouvées dans le duramen de 

Dicorynia guianensis (Angélique), possèdent des propriétés antioxydantes (Anouhe et al., 2018). 

D’autre part, certains flavonoïdes (comme par exemple la téracadidine) ont une capacité antiradicalaire 

pouvant inhiber le fonctionnement d’enzymes oxydatives extracellulaires comme les laccases (Mihara 

et al., 2005). Des modifications post-synthétiques comme la glycosylation peuvent se produire et 

peuvent modifier leurs propriétés biologiques. En effet, en comparant la capacité antiradicalaire des 

formes glycosylées de deux flavonoïdes (dihydrokaempférol 7-O-β-glucoside et la naringénine 7-O-β-

glucoside) par rapport à celles des formes aglycones (dihydrokaempférol et naringénine), Neacsu et 

coll. ont constaté une diminution de celle-ci pour les formes glycones (Neacsu et al., 2007). En effet, 

l’établissement d’une liaison osidique entre le groupe hydroxyle de l’ose et celui du flavonoïde (à une 

position donnée), va diminuer la capacité du flavonoïde à fixer des radicaux libres.  

6

8

5’

6’

2’

Chalcone Flavone Flavonol

Flavandiol Anthocyanine Proanthocyanidine

A

B

Anthocyanine

réductase

4-Coumaroyl-coenzyme A + 3 x Malonyl-coenzyme A

Chalcone synthétase

Naringénine chalcone

Chalcone isomérase

Naringénine
Flavone

synthétase

Apigénine

Flavones

Flavonoïde-3-hydroxylase

Dihydrokaempférol

Dihydro-flavonols

Flavonol

synthétase

Kaempférol

Flavonols

Flavanones

Chalcones

Dihydroflavonol 4-réductase

Anthocyanine synthétase

Pélargonidine

Anthocyanines

Polymérisations

Proanthocyanidines

C



Introduction- Chapitre I 

 

24 

 

2.3.2.3. Les tannins 

Les tannins, issus du métabolisme secondaire, sont des polyphénols dont la masse moléculaire est 

comprise entre 300 et 20 000 Da. La multitude de molécules pouvant être classées comme tannins a 

rendu difficile la caractérisation de ce groupe de molécules à tel point que la définition des tannins fut 

le sujet de controverses dans les années 1990. En effet, à l’heure actuelle au moins 1000 structures de 

tannins ont pu être identifiées. C’est en se basant sur l’étude structurale des tannins qu’il fut possible 

de proposer la définition suivante selon laquelle les tannins regroupent les molécules qui contiennent 

soit des esters d’acides galliques liés à des hétérosides, soit des assemblages de flavonoïdes couplés 

entre eux (Khanbabaee, van Ree, 2001).  

Ces molécules peuvent être classées en quatre groupes (Figure n°6) : 

- Les gallotannins, qui contiennent une molécule d’acide gallique liée avec une molécule de 

monosaccharide (par exemple le glucose).  

- Les ellagitannins qui sont des molécules contenant deux unités d’acide gallique reliées entre elles. 

- Les tannins complexés dont la structure est composée d’une molécule de catéchine liée par un 

groupement glycosidique à un gallotannin ou à un ellagitannin. 

- Les tannins condensés qui sont issus de l’assemblage de molécules de catéchines liées par une 

liaison ente le carbone à la position 4 d’une catéchine et le carbone aux positions 6 et/ou 8 de la 

seconde catéchine. Les tannins condensés sont aussi qualifiés de proanthocyanidines.  

Figure n°6 : Classification des tannins en fonction de leurs structures (selon Khanbabaee, van Ree, 

2001). Les symboles * et * représentent la position des carbones aux positions 4 et 8, ces atomes de 

carbone étant impliqués dans l’association des molécules de catéchine formant le motif de base des 

tannins condensés. 

Généralement le rôle biologique des tannins est souvent lié à la protection face à des infections et à des 

attaques d’herbivores (insectes et animaux). D’autre part, les tannins représentent un intérêt pour 

l’Homme de par leurs diverses propriétés : agent diurétique, astringent, anti-inflammatoire et 

antiseptique (Samardžić et al., 2018). 
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2.3.2.4. Les benzophénones 

Les benzophénones représentent une classe contenant plus de 300 membres et qui possèdent une 

grande diversité structurale mais qui partagent en commun un motif de base. Ce motif est composé de 

deux cycles phénoliques reliés par une liaison carbonyle. La synthèse de ce squelette moléculaire est 

permise par deux voies de biosynthèse bien distinctes. La première voie permettant de synthétiser le 

cycle benzène A est la voie de l’acide shikimique. Ce cycle A peut porter jusqu’à 2 groupements. Le 

cycle B quant à lui, provient de la voie du mévalonate.  

A contrario du cycle A, le cycle B peut subir des modifications chimiques (par exemple des réactions 

de prénylation et de géranylation) pouvant entraîner la formation d’une grande variété de molécules. 

Le couplage des cycles A et B est permis par l’action de la benzophénone synthétase (Beerhues, Liu, 

2009). Mise à part chez les végétaux où les benzophénones ont été identifiées dans le duramen 

(Mosedale et al, 1998), dans l’écorce (Magadula et al., 2008) et dans plusieurs organes végétaux 

(comme les feuilles, les tiges et les racines, (Wu et al., 2014)), ces composés peuvent également être 

synthétisés chez les champignons. A l’intérieur de cette classe de molécules aux structures diverses et 

variées, les benzophénones peuvent être classées en deux groupes majeurs (Figure n°7).  

Le premier groupe, appelé « les benzophénones simples » désigne les benzophénones dont le squelette 

est basique, c’est-à-dire que les cycles A et B sont complets.  

Le second groupe, nommé « les benzophénones polyprénylées » quant à lui représente les 

benzophénones dont le cycle A est complet mais dont le cycle B est attaché à des groupements 

lipidiques. Les modifications du cycle B peuvent avoir comme conséquences l’apparition de plusieurs 

cycles (de 2 jusqu’à 5 cycles additionnels), mais également l’ajout de groupements tels que des 

groupements époxydes et peroxydes. 
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Figure n°7 : (A) Voie de biosynthèse des benzophénones. L’acronyme BPS symbolise la 

benzophénone synthétase. Les deux grands groupes de benzophénones : simples et polyprénylées sont 

représentés par les acronymes BS et BP. (B) Squelettes moléculaires et classification des 

benzophénones (issues de Wu et al., 2014). Les termes « Prenyl » et « Geranyl » symbolisent 

respectivement les modifications de prénylation et de géranylation. Les lettres A et B représentent les 

cycles A et B faisant partie du motif de base des benzophénones. 

A B

Benzophénones polyprénylées

Benzophénones simples

B



Introduction- Chapitre I 

 

27 

 

De par l’analyse des structures des benzophénones, il a été possible de mettre en relation l’importance 

des positions et de la nature des groupements avec les propriétés qu’elles confèrent (Jantan, Saputri, 

2012). En effet, la présence de groupes hydroxyles sur les cycles A et B est requise pour leur activité 

antioxydante (Figure n°8). De plus, il a été observé que la présence d’un groupement méthoxy à la 

position 4 du cycle A conférerait des propriétés cytotoxiques.  

Figure n°8 : Aperçu de quelques relations entre la structure et les propriétés des benzophénones 

simples (modifié de Wu et al., 2014). Les groupements hydroxyle et méthoxy sont respectivement 

mentionnés par les diminutifs OH et OMe. 

 

2.3.2.5. Les stilbènes 

Les stilbènes sont des molécules polyphénoliques, issues du métabolisme secondaire, produites 

uniquement chez les plantes. Ces molécules dérivent de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes 

dont les intermédiaires suivants : l’acide trans-cinnamique et l’acide p-coumarique en sont les 

précuseurs. Un précurseur supplémentaire est aussi impliqué dans la voie de biosynthèse des stilbènes, 

il s’agit de l’acide caféique. Ces trois précurseurs vont être liés à une molécule d’acétyl-coenzyme A 

(CoA) sous l’action de la 4-coumarate-CoA ligase (EC 6.2.1.12). Ensuite, la stilbène synthetase (EC 

2.3.1.95) en présence de 3 molécules de malonyl-coenyme A, va transformer ces trois nouveaux 

produits pour former directement des stilbènes. Outre ces trois voies qui débouchent sur une multitude 

de stilbènes, des modifications post-synthétiques sont susceptibles de se produire. Ces modifications 

peuvent être de différentes natures comme la glycosylation, la méthylation, l’oligomérisation et la 

prénylation et entraînent la formation de nouvelles structures de stilbènes (Figure n°9, Dubrovina, 

Kiselev, 2017). C’est à travers l’étude du resvératrol que les propriétés des stilbènes ont été 

découvertes. Ces propriétés sont multiples : activité antioxydante, rôle dans l’immunomodulation, 

propriété anti-inflammatoire (Roat, Saraf, 2015). De plus, ces molécules ont des effets 

cardioprotecteurs et peuvent être utilisées dans la prévention face aux risques de cancers.  

OH OH

OH

OMe

HO

Activité antioxydante

Activité antioxydante

Propriété cytotoxique

B A

Activité antioxydante



Introduction- Chapitre I 

 

28 

 

Figure n°9 : Voie de biosynthèse des stilbènes. Les acronymes PAL, TAL, CL et STS représentent les 

enzymes impliquées qui sont dans l’ordre : la phénylalanine ammonia-lyase, la tyrosine ammonia-

lyase, la 4-coumarate-CoA ligase et la stilbène synthétase. Pour chacune des modifications 

(glycosylation, méthylation, oligomérisation et prénylation), des exemples de structures ont été 

représentés (dans l’ordre) : le resvératrol-3-O-β-D-glucopyranoside, le mono-méthyle de pinosylvine, 

la viniférine et la trans-arachidin-1 (modifié de Dubrovina, Kiselev, 2017). 

 

C’est surtout dans le bois de gymnospermes que des stilbènes ont pu être identifiés. Par des analyses 

chromatographiques couplées à de la spectrométrie de masse et à de la résonnance magnétique 

nucléaire menées sur des extraits d’écorce racinaire chez l’épicéa (Picea albies), plusieurs stilbènes 

ont été caractérisés sous formes glycone et aglycone (Mulat et al., 2014). Présents dans le bois de 

résineux, les stilbènes ont un rôle anti-termite (Shibutani et al., 2004). Shibutani et coll. ont aussi 

observé que la présence d’un groupement glycosidique dans la structure de l’isorhapontine diminuait 

son effet anti-termite par rapport à la forme non glycosylée. De plus, le rôle antifongique des stilbènes 

dans le bois fut aussi confirmé. En effet, un extrait de bois d’épicéa (contenant dix-neuf stilbènes) 

présente un effet antifongique sur le développement du champignon phytopathogène Plasmopara 

viticola (Gabaston et al., 2017). 
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2.3.2.6. Les terpènes 

Les terpènes, aussi appelées les huiles, sont des molécules polyisopréniques qui contiennent un motif 

isoprène. Ce motif, composé de 5 atomes de carbone, est lié à deux groupements phosphate pour 

former une molécule initiatrice qui se nomme l’isopentényldiphosphate (IPP). L’IPP est un produit 

issu de la voie de synthèse du mévalonate. De plus, un second précurseur est requis pour permettre la 

synthèse de terpènes, il s’agit du diméthylallyldiphosphate (DMAPP). Ce-dernier est synthétisé à 

l’issue de la voie du méthylérythritol phosphate. Ensuite, une réaction de condensation aura lieu entre 

une molécule de DMAPP avec une ou plusieurs molécules d’IPP en fonction du type de terpène à 

synthétiser (Tholl, 2006). Cette réaction est véritablement le point de départ et le nombre d’IPP 

conditionne le type de terpène qui sera synthétisé. Puis, la synthèse finale d’un terpène en particulier 

est rendue possible par l’action directe d’une enzyme spécialisée ; par exemple la synthèse d’un 

monoterpène comme le limonène sera catalysée par la limonène synthétase (EC 4.2.3.16). De par leur 

diversité structurale, les terpènes sont classés en plusieurs types (Figure n°10).  

Il existe six groupes de terpènes : 

- Les monoterpènes, résultant de la condensation avec 1 molécule d’IPP, qui contiennent 10 atomes 

de carbone dans leur structure. 

- Les sesquiterpènes, résultant de la condensation avec 2 molécules d’IPP, ayant 15 atomes de 

carbone. 

- Les diterpènes, résultant de la condensation avec 3 molécules d’IPP, ayant 20 atomes de carbone. 

- Les triterpènes, ayant 30 atomes de carbone. 

- Les tétraterpènes, ayant 40 atomes de carbone. 

- Les polyterpènes dont le nombre de carbone va de 40 jusqu’à plus de 100.  

Figure n°10 : Classification des terpènes en fonction de leur structure. Pour chaque type de terpène, 

un exemple de structure est représenté. 
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Les fonctions biologiques de ces molécules sont souvent liées à la protection de l’organisme 

producteur. Les terpènes possèdent différentes propriétés : antibactériennes, antifongiques et 

insecticides. Les terpènes sont surtout présents dans le bois de résineux et sont à l’origine de la 

formation d’une résine. Cette résine peut contenir des monoterpènes et des diterpènes. Les 

monoterpènes sont plus volatiles et circulent plus rapidement dans la résine que les diterpènes. De 

plus, les monoterpènes agissent comme des toxines envers les organismes herbivores et aussi comme 

des inhibiteurs de la croissance des champignons. En effet, il a été démontré que plusieurs 

monoterpènes issus d’une chimiothèque inhibaient la croissance de trois champignons saprophytes de 

pourriture blanche (Zhang et al., 2016). En comparaison, les diterpènes sont aussi des toxines pour les 

herbivores mais en raison de leur faible volatilité, ces composés peuvent polymériser entre eux afin de 

cicatriser les blessures au sein d’un tissu (Gershenzon, Dudareva, 2007). 

 

2.3.2.7. Les acides gras 

Les acides gras (ou composés lipidiques) sont des composés à longue chaîne carbonée portant au 

moins une fonction carboxylique. Ce sont des composés hydrophobes, c’est-à-dire des composés 

solubles dans des solvants apolaires (comme par exemple le cyclohexane, le dichlorométhane ou 

l’éther de pétrole). De plus, ces composés peuvent porter des doubles liaisons, on parle alors d’acides 

gras insaturés (dans le cas contraire, sans double liaison, ce sont des acides gras saturés). En utilisant 

différents solvants apolaires, une multitude d’acides gras a pu être identifiée dans le bois d’aubier et 

dans des copeaux de bois provenant de hêtre (Fagus sylvatica, Figure n°11, Vek et al., 2016). En dépit 

de la caractérisation structurale des acides gras et de l’identification de la plupart de ces composés 

dans le bois de différentes essences forestières, le rôle biologique des acides gras dans le bois reste 

incertain. Une hypothèse serait que ces composés protégeraient le bois d’organismes envahisseurs. 

Figure n°11 : Exemples d’acides gras retrouvés dans des extraits de bois de hêtre (Fagus sylvatica). 

 

 

 

 

Acide palmitique Acide stéarique

Acide oléique Acide linoléique



Introduction- Chapitre I 

 

31 

 

2.3.3. Relation entre les extractibles et la durabilité naturelle du bois 

De par la mixité des classes chimiques présentes dans les extractibles de bois, l’analyse des propriétés 

de ces-derniers s’avère complexe. En effet, au-delà des propriétés biologiques spécifiques de chacune 

des molécules composant un extrait de bois, les interactions entre les molécules d’un même extrait et 

leurs effets synergiques doivent être pris en compte. Par exemple, Schultz et Nicholas ont testé les 

effets de deux molécules ayant, individuellement, des propriétés différentes : l’une ayant une propriété 

antioxidante et la seconde une très faible activité antifongique. Ces deux molécules ont été téstées 

séparément et en association sur les capacités de dégradation de deux champignons décomposeurs 

(Trametes versicolor et Gloeophyllum trabeum). Les résultats ont montré qu’ensemble, les deux 

molécules réduisaient fortement le pourcentage de perte de résistance de l’aubier (Pinus spp) passant 

de 95% (séparément) à 39% (Schultz, Nicholas, 2000). Ainsi, c’est l’ensemble des propriétés 

spécifiques et synergiques des molécules d’un même extrait qui conditionne le niveau de défense du 

bois face à des organismes décomposeurs. Dès lors, les extractibles contribuent en partie à la durabilité 

naturelle du bois (Kirker et al., 2013a). La notion de durabilité naturelle du bois désigne la capacité du 

bois à résister à la dégradation d’origine biologique.  

 

2.3.4. Propriétés et intérêts des extractibles 

De par la diversité des activités biologiques des extractibles : antioxydante, antimicrobienne, 

antifongique et insecticide ; les extractibles représentent un intérêt majeur pour l’Homme dans 

différents secteurs d’intérêts économiques comme ceux de la cosmétique, pharmaceutique et du 

bâtiment pour la protection du bois de construction. 

2.3.4.1. Activités antifongiques d’extraits de bois 

Une multitude d’études ont démontré l’activité antifongique de plusieurs extractibles de bois. Afin de 

faire un état des lieux des connaissances actuelles sur cette propriété, j’ai contribué à la rédaction 

d’une revue intitulée « Antifungal activities of wood extractives » publié dans le journal Fungal 

Biology Reviews. Plus précisément, mon implication dans cette revue fut de récapituler les principales 

stratégies de défense des champignons pour lutter contre la toxicité des extractibles de bois. 
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Abstract 

Extractives are non-structural wood molecules that represent a minor fraction in wood. However, they 

are source of diverse molecules putatively bioactive. Inhibition of fungal growth is one of the most 

interesting properties of wood extractives in a context of wood preservation, crop protection or medical 

treatments. The antifungal effect of molecules isolated from wood extractives has been mainly 

attributed to various mechanisms such as metal and free radical scavenging activity, direct interaction 

with enzymes, disruption of membrane integrity and perturbation of ionic homeostasis. Lignolytic 

fungi, which are microorganisms adapted to wood substrates, have developed various strategies to 

protect themselves against this toxicity. A better knowledge of these strategies could help both 

developing new systems for extractive removal in biomass valorization processes and using these 

molecules as antifungal agents. 
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Introduction 

Wood is an abundant renewable material composed of three valuable polymers, lignin, cellulose and 

hemicellulose. Most applications focus on the valorization of cellulose and hemicellulose as a resource 

for energy and fuel production (FitzPatrick et al., 2010). Lignin, an alkyl-aromatic polymer 

comprising 15-30 % of biomass, is typically underused in selective conversion processes because of its 

intrinsic heterogeneity, which presents technical challenges for producing lignin-derived chemicals or 

biofuels (Beckham et al., 2016). In nature, microorganisms have adapted to use this complex substrate 

as a carbon source. In particular, white-rot fungi are the only organisms capable of completely 

mineralizing all components of wood, by secreting a complex enzymatic system to breakdown both 

cellulose and lignin. This enzymatic system is composed of Carbohydrate-Active Enzymes 

(CAZYmes) that modify and breakdown oligo- and poly-saccharides, and peroxidases, laccases, and 

additional oxidative enzymes generating aromatic radicals that cleave diverse lignin ether linkages 

through non-enzymatic reactions (Martınez et al., 2005). From an ecological point of view, these fungi 

are thus key actors in carbon cycling in the biosphere. Meta-analyses revealed that wood traits such as 

wood nitrogen and phosphorus concentrations, C:N ratio, lignin content, wood density and maximum 

tree height and diameter, are important drivers of variation in wood decomposition rates by 

microorganisms, mainly by governing fungal community and nutritional strategies (Pietsch et al., 

2014; Schilling et al., 2015; van Geffen et al., 2010; Weedon et al., 2009; Yamashita et al., 2015).  

Moreover, wood decomposability could also be driven by the chemical composition of lignin and 

hemicelluloses, and the variability of extractives. The latter are noncell wall small molecules that can 

be removed from wood by solvents. These compounds can be classified in 2 main groups: (1) aliphatic 

and alicyclic compounds (terpenes and terpenoids (including resin acids and steroids), esters of fatty 

acids, fatty acids and alcohols, alkanes) and (2) phenolic compounds (simple phenols, stilbenes, 

lignans, isoflavones, condensed tannins, flavonoids and hydrolyzable tannins) (Stenius, 2000). The 

composition of extractives in wood varies widely from species to species, and it depends on which part 

of the tree was used for the isolation, the geographical origin, and the season of sampling (Doussot et 

al., 2002; Kebbi-Benkeder et al., 2015; Prida and Puech, 2006). Moreover, the total amount of 

extractives in a given species depends on growth conditions like carbon dioxide concentrations or 

temperature (Kilpeläinen et al., 2005). Chemical extractives contents (organic, aqueous, tannic and 

phenolic) are generally higher in the heartwood, the more colored part of wood that is also more 

resistant to fungal attack (Schultz and Nicholas, 2000). Heartwood has been analyzed both by time-of-

flight secondary ion mass spectrometry (TOF-SIMS) imaging and gas chromatography-mass 

spectrometry in Cryptomeria japonica. The results showed that the predominant constituent of 

heartwood extractives was ferruginol, a diterpene phenol, that was almost evenly distributed in 

heartwood tissue (in the tracheid cell walls, in the cell walls of the axial parenchyma cells and ray 

parenchyma cells, and also inside these parenchyma cells) (Imai et al., 2005). High amount of 

extractives, even more than in heartwood, have been detected in knotwood.  
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This could be due to branch departure that constitutes potential weakness subjected to biotic and 

abiotic injuries, and to the natural ability of trees to self-prune, since species with high flavonoid 

content are generally bad pruning species (Kebbi-Benkeder et al., 2015). Extractives are synthetized 

by the tree during its life to protect itself against biotic and abiotic attack. While remaining within the 

dead wood, these molecules may be important controllers of decomposition rates. Indeed a close 

correlation has been established between wood durability and extractive content and diversity (Kirker 

et al., 2016; Pometti et al., 2010). In accordance, some fungal species as Coniophora puteana, 

Heterobasidion annosum, Phellinus sulphurascens, and Phellinus weirii were able to grow on and 

decay leached western red cedar (WRC) wood more readily than non-leached WRC. This observation 

has been correlated to the amount of extractive compounds, since leached wood contained 80 % less 

extractives than nonleached WRC (Chedgy et al., 2009). 

In this review, we describe the antifungal activities of wood extractives and the systems developed by 

wood decay fungi to bypass the inhibitory activity of these molecules. 

 

Antifungal activity of wood extractives 

The antifungal effect of some molecules found in wood extractives has been demonstrated at length in 

the literature. Some examples are shown in Table 1. Their bioactivity has been attributed to various 

mechanisms such as metal and free radical scavenging activity, direct interaction with enzymes, 

disruption of membrane integrity and perturbation of ionic homeostasis (Fig. 1). 

Inhibition of the degradative capabilities of rot fungi 

Metal and free radical scavenging 

The metal chelation property of wood extractives could drastically impact wood degradation activities 

of fungi, which use haem-containing class II peroxidases and copper-dependent laccases in the case of 

white-rot fungi, and Fenton-mediated radical production in the case of brown-rot fungi (Pollegioni et 

al., 2015). Troponoids are a family of compounds that possess antifungal activity both on white and 

brown-rot fungi, through the binding of ferric or ferrous iron to form [Fe(trop)3] or [Fe(trop)2] 

precipitates respectively, and the inhibition of Fe(III) reduction avoiding initiation of the Fenton 

reaction (Diouf et al., 2002; Yen et al., 2008). β-thujaplicin, one of the most known troponoids 

reduces the activity of laccase, but also other metal-containing enzymes as tyrosinase and 

lipoxygenase (Poma et al., 1999; Suzuki et al., 2000). 

Besides metal scavenging, wood extractives can scavenge reactive oxygen species that are required for 

the enzymatic or oxidative process of wood decay. Indeed, lignocellulolytic enzymes are too large to 

penetrate into undecayed wood cell walls; therefore, they generate radical intermediates responsible 

for local lignin attack. Lignans and flavonoids have a high antioxidative potency and/or radical 

scavenging capacity (Willför et al., 2003).  
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For example, the flavonoids 3,4’,7,8-tetrahydroxyflavanone and teracacidin have antifungal activities, 

in vitro radical scavenging activity and are able to inhibit laccase activity on syringaldazine. The 

kinetics studies of laccase activity with teracacidin as an inhibitor suggest that teracacidin might not 

act directly on the active site of laccase, but instead inhibit the radical reaction after laccase forms a 

complex with syringaldazine (Mihara et al., 2005). Another study showed that phenol-rich extracts of 

different red maple (Acer rubrum L.) tissues possess high radical scavenging capacities against 

superoxide anion hydroxyl radical, peroxyl radical, hypochlorite ion, hydrogen peroxide and nitric 

oxide. In particular, stem bark extracts, which yielded the higher content of total phenol among the 

studied tissues, were the most efficient in radical scavenging (Royer et al., 2011). 

 

Direct binding onto wood degradative enzymes 

As described above, laccase activity can be reduced by the low availability of metal and reactive 

oxygen species due to extractive chelation. Moreover, docking analyses showed the ability of 

medicarpin, a phytoalexin identified in Dalbergia congestiflora heartwood, to inhibit Trametes 

versicolor laccase (PDB ID: 1GYC) by directly binding (1) to the T1 site of the protein, reducing 

bonding with lignin components, (2) at the O2 channel site preventing O2 reduction and (3) at the H2O 

channel site blocking the release of water molecules (Martınez-Sotres et al., 2015, 2012).  
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Few examples concern the inhibition of lignolytic peroxidases, which seem not to be affected. Indeed, 

phenolic load showed an inhibitory effect on laccase, while it was not observed in the case of 

peroxidases, which are still active (Ntougias et al., 2015). Most studies have focused on the inhibitory 

effect of these molecules on enzymatic cellulolysis, because of its biotechnological and economic 

interest in biomass conversion to useful chemicals as biofuel for example. This inhibitory effect on 

CAZYmes is also important to explain the antifungal properties of wood extractives, since it prevents 

fungi to access sugar sources. Cellulase deactivation and precipitation were detected with vanillin 

addition and investigation of compounds with similar structure of vanillin on cellulose activity 

demonstrated that aldehyde and phenolic hydroxyl groups of vanillin are responsible for the inhibitory 

effect (Li et al., 2014). Several other phenolic compounds inhibit cellulose conversion with various 

efficiencies depending on the presence of hydroxyl, carbonyl and methoxy groups in the molecules or 

on their oxidation state (Oliva-Taravilla et al., 2015; Qin et al., 2016). Moreover, oligomeric phenolics 

could exert more inhibition on enzymatic cellulolysis than simple phenolics by reversibly complexing 

cellulases or precipitating them from solution, and by adsorbing onto cellulose limiting access of 

CAZYmes to their substrate (Kim et al., 2011; Oliva-Taravilla et al., 2016; Tejirian and Xu, 2011). 

Accordingly, it has been shown that polymeric lignins (such as tannic acid) resulted in severe 

inhibition of cellobiohydrolase 1 (CBH1) β-glucosidase 1 (BGL1) and endoglucanase 2 (EG2) 

(Mhlongo et al., 2015). The strength of the inhibition depends on the type of enzyme and the 

microorganism from which the enzyme was derived. For example, the β-glucosidase from Aspergillus 

niger is more resistant to phenol compared to the ones from Trichoderma reesei (Ximenes et al., 

2011). 

Disruption of fungal cell wall and plasma membrane 

Cinnamaldehyde, which occurs naturally in the bark and leaves of cinnamon trees possesses antifungal 

activity against many fungi including white rot (Trametes versicolor and Lenzites betulina) and 

brown-rot fungi (Laetiporus sulphureus) (Shreaz et al., 2016). This molecule, at lethal concentration, 

alters cell wall of Saccharomyces cerevisiae by inhibition of cell wall synthesizing enzymes: chitin 

synthase and β-(1,3)-glucan synthase (Bang et al., 2000). Microscopic examination of cinnamaldehyde 

treated cells of Candida showed alterations in cellular morphology and damage to both cell wall and 

plasma membrane, resulting in alteration of ergosterol content and ion leakage (Shreaz et al., 2013, 

2011). In order to understand the mechanisms involved in toxicity of cinnamaldehyde, several 

structural studies have demonstrated that antifungal activity is correlated with the length of side chain 

and presence of aldehyde group conjugated with double bond (Cheng et al., 2008). Another compound 

(poacic acid) derived from lignocellulosic hydrolyzates of grasses, alters the growth of Sclerotinia 

sclerotiorum and Alternaria solani by inhibiting β-1,3-glucan synthesis, causing rapid cell lysis 

(Piotrowski et al.,2015).  



Introduction- Chapitre I 

 

37 

 

Moreover, the action of β-thujaplicin onto L. sulphureus resulted in severe cell wall collapse on the 

hyphae and terminal chlamydospore, indicating that fungal cell wall might be disintegrated leading to 

massive cytoplasm leakage (Yen et al., 2008). Beside the cell wall, the plasma membrane can be 

directly targeted by wood derived molecules. As an example, the antifungal effect of 

dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 9’-O-3-D-glucoside has been attributed to its capacity to form 

pores with in the plasma membrane, resulting in osmolarity changes and reduced cell size (Choi et al., 

2012). Many other examples concerning molecules from plant extracts showed such an effect on the 

fungal membrane. Studies on two phenylpropenes safrole and dillapiol from essential oils of Sassafras 

albidum, and Piper spp. suggest that the allyl chain coupled to aromatic ring of the molecules confer 

those lipophilic properties (Guerrini et al., 2009). Thus, they could interact with fatty-acid-chain 

constituents of the membrane lipid bilayers and alter the fluidity and permeability of cellular 

membranes (de Almeida et al., 2009). However, some other molecules belonging to different chemical 

groups can have the same effect. Indeed, the polyphenolic compound curcumin, the flavonoid 

isoquercitrin and the diterpene clerodane underlie disruption of Candida albicans plasma membrane 

(Bhattacharya et al., 2015; Lee and Lee, 2014; Yun et al., 2015). 

Fig. 1: Mechanisms of extractive’s toxicity summarized at the tip of a fungal hyphae. When different 

molecules from a same chemical family share the same effect, the name of the chemical family is 

mentioned. C.W.: cell wall, Mb.: plasma membrane, Vac.: vacuole, Sptz.: Spitzenkörper, ROS: 

reactive oxygen species, Me: metallic ions, DDDC9G: dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 9’-O-3-D-

glucoside. 
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Perturbation of ion homeostasis 

Another efficient way by which extractives can induce fungal cell death is the dysregulation of ion 

homeostasis (Zhang et al., 2012). Carvacrol was the major monoterpene identified in heartwood 

extracts of yellow-cedar, Monterey cypress, and their hybrid Leyland cypress (Kelsey et al., 2015). It 

is a terpenoid phenol possessing an antifungal activity against various Candida sp., S. cerevisiae but 

also rot fungi Trametes hirsuta, Schizophyllum commune, Pycnoporus sanguineus, Trametes 

versicolor and Coniophora puteana (Dalleau et al., 2008; Voda et al., 2004; Zhang et al., 2012). Its 

mechanism of action has been studied in the yeast S. cerevisiae.  

Carvacrol exposition resulted in rapid transitory influx of Ca
2+ 

from the extracellular medium, from the 

vacuole and other intracellular stores. This Ca
2+ 

burst has also been highlighted for other terpenoid 

phenols (eugenol and thymol) but with less intensity (Rao et al., 2010). Moreover, an acidification of 

the cytosol and an alkalinization of the vacuole were observed suggesting a loss of proton out of the 

vacuolar lumen. Carvacrol disrupts both Ca
2+ 

and H
+ 

homeostasis in yeast and this leads to loss of cell 

viability. Furthermore, clustering analysis of microarray data revealed that the transcriptional 

responses to carvacrol most closely resembled the Ca
2+ 

stress response and the effect of rapamycin, 

which is an inhibitor of the TOR signaling pathway that controls cell growth in response to nutrients 

and stress by regulating mRNA transcription and stability, protein translation, ribosome biogenesis 

and autophagy, and nutrient transport. At sub-lethal concentrations, cinnamaldehyde, a compound 

found in the bark of cinnamon trees, enters periplasm and inhibits proton pumping activity of fungal 

plasma membrane H
+
-ATPase by nearly 40 %. Thus, the resulting depletion of ATP and the 

disturbance of the electrochemical proton gradient may lead to deleterious effects on the growth rate 

(Shreaz et al., 2016). Cinnamaldehyde has also been shown to perturb Ca
2+ 

homeostasis by inducing 

Ca
2+ 

efflux in Phytophthora capsici for example (Hu et al., 2013). 

Chaotropic activity 

While some toxic substances act on individual and specific site-of-action, the inhibitory effect of some 

molecules rather results from their impact on macromolecule-water interactions defined as 

chaotropicity. Chaotropicity is the primary cause of product-induced inhibition of microbial growth 

and metabolism for many compounds found within the extractives (such as alcohols and phenolics) 

(Cray et al., 2015). Phenol, benzyl alcohol and vanillin are strongly chaotropic at concentration of 1 

M, causing an energetic increase of respectively 143, 90.2 and 174 kJ kg
1
mole

1 
(Cray et al., 2013b; 

Hallsworth et al., 2003). These molecules can inhibit key enzymes resulting in cellular redox 

imbalance and reduced energy generation (de Almeida et al., 2009). They can also disorder 

macromolecular structures affecting the integrity of biological membranes and other macromolecular 

systems inducing global oxidative stress and lipid peroxidation. It is even known that chaotropicity not 

only limits life processes but can render potential habitats sterile (Cray et al., 2015, 2013a). 
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Other effects 

Beside the main mechanisms of action described above, other targets of wood extractives have been 

identified in the last few years. For example, combretastatin A-4, a small organic molecule found in 

the bark of the African bush willow tree Combretum caffrum was identified as new potential fungicide 

exerting a potent inhibition of tubulin polymerization by binding to the colchicine site of tubulin and 

thus perturbing many cellular processes including cell structure, cell movement, intracellular 

transportation, and cell division (Ma et al., 2016). In Aspergillus flavus, the addition of resveratrol 

affects expression of genes related to developmental and secondary metabolic processes, resulting in 

decreased aflatoxin production, conidia formation and mycelial development (Wang et al., 2015). 

Another study revealed that vanillin, one of the major phenolic compounds produced by degradation 

of lignin inhibits translation, causes the accumulation of cytoplasmic mRNP granules and induces 

morphological phenotypes similar to those induced by mutations in the cytosolic protein component of 

the large ribosomal subunit in S. cerevisiae (Iwaki et al., 2013). 

Eugenol, vanillin and cinnamic acid are also able to inhibit the activity of a cytochrome P450 

monooxygenase (CYP450) from the CYP53 class that plays an important role in benzoate 

detoxification pathway (Harwood and Parales, 1996; Korosec et al., 2014; Podobnik et al., 2008). 

 

Fungal strategies of resistance to wood extractive’s toxicity 

Stress responses 

Since all the mechanisms described above generate an intracellular stress, the first response of fungi to 

the presence of these molecules is a global stress response. In particular, genes coding for proteins 

from the antioxidant system such as methionine sulfoxide reductase, catalase, peroxiredoxins or 

glutathione reductase, have been found up-regulated in P. chrysosporium in presence of oak 

extractives. The gene coding for YAP1, which is a transcription factor regulating many actors of the 

oxidative stress response was also induced in this condition (Thuillier et al., 2014). Additionally, in 

response to chaotropicity, microbial cells synthesize and accumulate low-molecular-weight 

hydrophilic compounds such as glycerol or trehalose for example that act as protectants of 

macromolecular structures independently of osmotic processes (Bhaganna et al., 2010; de Lima Alves 

et al., 2015). Other microbial responses to chaotropicity-induced stress include the up-regulation of 

genes coding for proteins involved in protein stabilization (chaperonins, heat-shock proteins), such as 

stabilization of nucleic acid and membrane structures (Bhaganna et al., 2010; Cray et al., 2015). 
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Fig. 2: Pathways for the detoxification of wood extractives in lignolytic fungi. C.W.: cell wall, Mb.: 

plasma membrane, Sptz.: Spitzenkörper, DYP: dye-decolorizing heme peroxidase. 

Extracellular degradation 

The ability of white-rot fungi to secrete an enzymatic system makes them efficient candidates to 

prevent extractive toxicity by degrading the molecules before their cellular penetration (Fig. 2). This 

ability has been demonstrated in a biotechnological context by considering fungi as a biological 

pretreatment for decreasing the content of compounds responsible for pitch deposition during 

manufacture of paper pulp.  

Indeed, white-rot fungi are able to eliminate from 60 to 100 % of triglycerides, esterified sterols and 

other lipophilic compounds from softwood (Dorado et al., 2000; Gutierrez et al., 1999; Martınez-Inigo 

et al., 2001). In nature, laccases could be key actors of the extracellular degradation of extractives. 

They are copper-depending enzymes that catalyze the oxidation of various phenol derivatives 

including wood extractives as the polyphenolic catechin, one major compound of beech extracts, 

hydroquinones, guaiacol, 4-hydroxyindole, 2,6-dimethoxyphenol, ferulic acid and catechol (Eggert et 

al., 1996; Martinkova et al., 2016; Tagger et al., 1998). The sharp induction of laccase production, 

correlated with the important degradation of extractives from Fagus sylvatica wood at the initial stages 

of wood colonization by Trametes versicolor, confirms that these enzymes act to remove these 

compounds before the action of the other wood-degrading systems (peroxidases and polysaccharides 

hydrolases) that are still repressed at this step (Lekounougou et al., 2008). Lignin-derived phenols can 

act as laccase mediators for the removal of lipophilic compounds mainly found in coniferous wood 

extractives and in the derived paper pulp (Gutierrez et al., 1999; Karlsson et al., 2001).  
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Moreover, different compounds as xylidine, lignosulfonate and veratryl alcohol stimulate laccase 

production in the white-rot Pycnoporus cinnabarinus (Eggert et al., 1996). Data concerning the 

involvement of the lignolytic enzymes as manganese and lignin peroxidases in wood extractive 

removal are scarcer. Their role in pollutant degradation has been rather described (Cameron et al., 

2000). Nevertheless, transcriptomic data highlighted induction of genes coding for these enzymes in 

Phanerochaete chrysosporium in presence of oak acetonic extracts (Thuillier et al., 2014). The main 

difference between Phanerochaete carnosa and P. chrysosporium was the higher ability of P. carnosa 

to grow on and transform phenolics of heartwood samples from softwood species containing high 

initial phenolic contents. This could be partially explained by difference in the distribution of LiP and 

MnP genes between the two species (Suzuki et al., 2000). Dye-decolorizing heme peroxidase (DyPs) 

are also promising biocatalysts due to their ability to catalyze the transformation of a range of 

recalcitrant substrates. Their contribution to lignin degradation is unlikely because of the low activity 

on high redox-potential substrates, but they are rather efficient oxidative enzymes on various 

compounds as 2,6-dimethoxyphenol, guaiacol, other substituted phenols, azo dyes (such as Reactive 

Black 5), ascorbic acid, b-carotene, veratryl alcohol and even lignin model dimers (Liers et al., 2013; 

Linde et al., 2015). 

Intracellular detoxification 

Facing the large diversity of potential toxic compounds, lignolytic fungi have also developed efficient 

intracellular detoxification pathways (Fig. 2). Basically, these pathways comprise 3 main steps. The 

first step corresponds to the activation of a molecule often through oxidation, the second one to a 

conjugation step, and the third one either to excretion or vacuolar storage of the molecule to be 

eliminated (Morel et al., 2013). The CytP450ome (Cytochrome P450 monooxygenases) and the 

GSTome (Glutathione transferases) respectively involved in the first and the second step of this 

process, are extended enzyme families in wood decay fungi. This extension could explain the 

increased ability of some fungi to cope with toxic molecules. Accordingly, P. carnosa, which removes 

a higher proportion of phenolic extractives in heartwood samples of softwood than P. chrysosporium, 

shows an expansion of CYP64 and CYP52 families and a high expression of the genes of these clans 

when grown on woody substrates (Suzuki et al., 2012). Some CytP450 from P. chrysosporium are able 

to oxidize wood-derived compounds as naringenin, flavone and 7-ethoxycoumarin (Hirosue et al., 

2011; Kasai et al., 2010, 2009; Santos et al., 2013).  

Moreover, 12 CytP450 genes were induced when P. chrysosporium was cultivated in presence of oak 

acetonic extracts (Thuillier et al., 2014). The high number of CytP450 genes likely reflects substrate 

specificity, as shown by using a functional library of Postia placenta CytP450 in yeast. In particular, 

this analysis revealed the ability of CytP450 from the CYP53 family to convert stilbene derivatives 

(Ide et al., 2012). The following detoxification step involves conjugating enzymes as glutathione 

transferases for example.  
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Globally fungal GSTs interact with wood extracts and it has been suggested that this interaction is 

closely related to the chemical composition of the extracts (Deroy et al., 2015). Members of the 

GSTFuA class from P. chrysosporium showed ligandin properties with wood compounds as 

coniferaldehyde, vanillin, syringaldehyde and catechin hydrate (Mathieu et al., 2013, 2012). This 

interaction occurs at the glutathione binding site of GSTFuAs, preventing the conjugating activity of 

the enzymes. In this case, GSTs could rather have a role in the sequestration of toxic molecules. GSTs 

from the omega class (PcGSTO3 and PcGSTO4) interact with terpenes from Fagus sylvatica acetonic 

extracts, particularly with caryophyllene oxide and carene, the latter being an antifungal agent against 

various fungal strains (Cavaleiro et al., 2006; Meux et al., 2013). It has also been shown that gallic 

acid, epicatechin and quercetin modify the thermostability and activity of Trametes versicolor GSTOs 

(Deroy et al., 2015). 

Other conjugating enzymes use wood compounds as substrates. This is the case for two O-

methyltransferases from P. chrysosporium that methylate vanillic acid, coniferyl alcohol, ferulic acid, 

isovanillic acid (Thanh Mai Pham and Kim, 2016). 

Beside this system, other enzymes participate to the intracellular degradative process of the toxic 

wood-derived molecules. In aerobic conditions, oxygenases activate O2 and arrange it to generate 

hydroxylated compounds such as protocatechuate. This first step called peripheral degradation is then 

followed by central-ring cleavage catalyzed by ring cleaving dioxygenases (Fuchs et al., 2011). Upon 

addition of vanillin to P. chrysosporium, up-regulation of homogentisate 1,2-dioxygenase, 1,4-

benzoquinone reductases, aldehyde dehydrogenase, and aryl-alcohol dehydrogenase was observed 

(Shimizu et al., 2005). Dioxygenase coding genes were also found up-regulated in P. chrysosporium in 

presence of oak extractives (Thuillier et al., 2014). The functional characterization of Phanerochaete 

sordida mutants overexpressing 1,4benzoquinone reductase and homogentisate 1,2-dioxygenase show 

a significant acceleration in vanillin degradation (Mori et al., 2016). Flavin-containing 

monooxygenases (FMOs) catalyze the o-hydroxylation of a series of phenolic compounds such as 

phenol and catechol (Nakamura et al., 2012). Hydroxylation reactions of phenolic compounds to their 

corresponding o-diol derivatives are important for the biodegradation of various aromatic compounds 

(Ballou et al., 2005; Hao et al., 2009; Vaillancourt et al., 2006). It has even been demonstrated that 

Trametes versicolor is capable of growing with phenol as its sole carbon source and phenol 

hydroxylases play an important role in its catabolic system (Alexieva et al., 2010; Yemendzhiev et al., 

2008). Oxygenases act also on stilbene as resveratrol. The Ustilago maydis resveratrol cleavage 

oxygenase 1, for which homologs have been also identified in Aspergillus fumigatus, Chaetomium 

globosum and Botryotinia fuckeliana, cleaves the interphenyl Cα-Cβ double bond of the phytoalexin 

resveratrol and its derivative piceatannol (Brefort et al., 2011). Additionally, fungal 

oxifunctionalization reactions of some common terpene substrates, such as limonene or valencene, 

might likewise be catalyzed by dioxygenases rather than by CytP450 enzymes (Krings et al., 2009). 
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Conclusion 

Wood is a renewable source of molecules with diverse chemical and biological properties. In this 

review, we have focused on extractives that have antifungal properties, and thus could be new source 

of molecules to be used in medicine, agronomy or wood preservation. The antifungal effect of some 

isolated molecules has been demonstrated many times. However, the combining actions of several 

molecules accelerate the fungal death (Schultz and Nicholas, 2002). The use of whole wood extracts 

could thus be promising for both increasing antifungal efficiency and decreasing the probability for 

fungi to develop resistance. It is thus necessary to understand the mechanisms by which fungi cope 

with these toxic molecules. Lignolytic fungi are very good models since they are highly resistant to 

these molecules, they are more or less specific for wood species and they act differentially along the 

degradation process (Bassler et al., 2012). Indeed, fungal decay of wood could be seen as a succession 

of heterotrophic events mediated by various fungal populations, which have adapted their xenome to 

various wood features. Though the extractives have been shown to modify fungal activity, questions 

remain about the functional traits that explain changes in microbial communities during the decay and 

decomposition of wood (Prewitt et al., 2014). 
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Chapitre II : Les systèmes de dégradation du bois et de détoxication des champignons 

saprophytes sont interconnectés  

Dans ce second chapitre, une courte introduction sera dédiée aux champignons de façon générale. 

Volontairement, les champignons saprophytes seront décrits plus en détails. A la fin de ce chapitre, 

l’ensemble des mécanismes de dégradation et de détoxication seront abordés.  

1. Généralités sur le règne fongique : classification et taxonomie 

Le règne fongique regroupe plus d’un million d’espèces, ce sont des organismes eucaryotes et 

hétérotrophes. En raison de la diversité d’organismes appartenant à ce règne, la classification des 

champignons fut difficile à établir. Néanmoins, ce règne peut être divisé en cinq groupes majeurs : les 

Chytridiomycètes, les Gloméromycètes, les Zygomycètes, les Ascomycètes et les Basidiomycètes. 

D’un point de vue morphologique, ces organismes peuvent être de deux types : unicellulaires et 

pluricellulaires filamenteux. D’autre part, les organismes fongiques se distinguent par la présence 

d’une paroi riche en chitine et d’une membrane plasmique qui contient de l’ergostérol. 

2. Les différents types trophiques 

Une autre caractéristique mettant en évidence la diversité au sein de ces organismes est l’existence de 

différents types trophiques pour accéder aux éléments nutritifs. Chez les champignons, il existe trois 

principaux types trophiques qui s’incrivent dans un continuum évolutif composé dans l’ordre suivant : 

le saprotrophisme, la symbiose mutualiste et le parasitisme (Jones, Smith, 2004 ; Veneault-Fourrey, 

Martin, 2011). Les deux premiers seront brièvement décrits ci-dessous alors que les champignons 

saprophytes seront décrits plus en détails. 

2.1. Les champignons symbiotiques 

Les champignons symbiotiques (ou mycorhiziens) établissent des relations de symbiose avec les 

racines des plantes. Il existe deux types de symbioses : les ectomycorhizes formant un manteau 

mycélien entourant les racines et qui s’insinuent entre les cellules du cortex racinaire via le réseau de 

Hartig et les endomycorhizes pour lesquelles les hyphes pénètrent dans les cellules racinaires et 

développent des structures arbusculaires (Duponnois et al., 2013). Au cours de ces interactions, des 

échanges d’éléments nutritifs et de minéraux entre les deux partenaires vont avoir lieu. En effet, des 

composés osidiques produits par la plante lors du processus de photosynthèse vont être puisés par 

l’organisme fongique. Le réseau mycélien de ce-dernier va favoriser l’acquisition par l’hôte végétal de 

l’eau et des minéraux (Duponnois et al., 2013).  
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2.2. Les champignons pathogènes 

Les champignons pathogènes sont des organismes capables de provoquer des maladies à l’hôte qu’ils 

contaminent. En raison de la large gamme d’hôtes pouvant être infectés, les champignons pathogènes 

ont été très étudiés et différentes revues scientifiques décrivent plus en détails les caractéristiques et les 

mécanismes moléculaires gouvernant ces interactions (Lo Presti et al., 2015 ; Wang, Wang, 2017 ; 

Nigg, Bernier, 2017). 

 

2.3. Les champignons saprophytes 

2.3.1.  Généralités 

Les champignons saprophytes sont des organismes qui se nourrissent de matière organique et donc qui 

contribuent à sa décomposition. Au sein des écosystèmes forestiers, ces organismes jouent un rôle 

crucial dans le recyclage de la matière organique, une des étapes clés du cycle du carbone. Afin de 

dégrader les principaux polymères des parois de cellules végétales, les champignons saprophytes ont 

différentes approches. Dans la majorité des cas, les hyphes des champignons vont dégrader les parois 

depuis l’intérieur des cellules (Figure n° 12). D’autre part, les hyphes à l’extérieur sont aussi capables 

de perforer les parois végétales dans le but d’y pénétrer et d’y débuter la dégradation (Schwarze, 

2007). Selon les capacités de dégradation des champignons décomposeurs, les polymères ciblés ne 

sont pas les mêmes (Figure n°12; Schwarze, 2007). Les champignons dégradeurs de bois peuvent être 

divisés en trois groupes écologiques : les champignons de pourriture molle, de pourriture brune et de 

pourriture blanche. Dans le cas des pourritures brunes et blanches, ces deux groupes appartiennent au 

phylum des Basidiomycètes (Blanchette, 2000) tandis que la plupart des agents de pourriture molle 

font partie des Ascomycètes (Blanchette et al., 2004). 
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Figure n°12 : (A) Exemple de dégradation de cellules de bois par un champignon de pourriture brune. 

Dans un premier temps, des petites molécules radicalaires diffusent dans la paroi (petits rayons 

rouges). Ensuite des enzymes sont sécrétées et vont dégrader la paroi secondaire en ciblant la cellulose 

et les hémicelluloses. Il ne reste que la paroi primaire et la lamelle moyenne qui contiennent la lignine. 

(B) Dégradation sélective de la lignine par un champignon de pourriture blanche. Dans un premier 

temps, l’hyphe dégrade les hémicelluloses et la lignine dans la cavité cellulaire. Ensuite la dégradation 

de la lignine et de la pectine présente dans la lamelle moyenne a pour conséquence de désolidariser les 

cellules entre elles. La cellulose quant à elle, n’est pas impactée. (C) Dégradation simultanée de tous 

les composants de la paroi par un champignon de pourriture blanche. Par la suite les hyphes ramifiés 

peuvent perforer les parois et la lamelle moyenne pour pénétrer dans une seconde cellule. (D) 

Dégradation par un champignon de pourriture molle. L’hyphe à l’intérieur de la cellule peut pénétrer 

dans la paroi secondaire et peut provoquer des cavités à l’intérieur de celle-ci. Par la suite, la paroi 

secondaire sera entièrement dégradée contrairement à la paroi primaire accolée à la lamelle moyenne. 

Les hyphes sont représentés en noir. La flèche (en forme de Z) symbolise l’évolution de la dégradation 

pour chaque type de champignon saprophyte. La lamelle moyenne permettant la jonction entre les 

cellules et qui contient de la pectine et de la lignine est représentée en orange (issue de Schwarze, 

2007). 

A B

C D
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2.3.2.  Les champignons de pourriture molle 

Les champignons de pourriture molle (en anglais « soft-rot fungi ») regroupent principalement les 

Ascomycètes. Ces organismes sont capables de former des cavités dans la paroi des cellules de bois et 

sont capables de dégrader entièrement la paroi secondaire (Figure n°12D ; Hatakka et Hammel, 2011).  

2.3.3.  Les champignons de pourriture brune 

Les champignons de pourriture brune se distinguent par la présence d’une coloration brune du bois en 

cours de décomposition. D’un point de vue écologique, ces champignons sont principalement 

retrouvés sur des bois de conifères (Gilbertson, 1980).  

Différentes pourritures brunes sont utilisées comme modèle d’étude, on peut citer à titre d’exemple 

Serpula lacrymans, Gloeophyllum trabeum ou Postia placenta (Figure n°13). Parmi eux, Serpula 

lacrymans, couramment appelée la mérule, pose des problèmes sociétaux à cause des dommages 

qu’elle occasionne vis-à-vis des habitations (Gabriel et Švec, 2017).  

Figure n°13 : Photographies de Serpula lacrymans (http://www.smhv.net/merule-serpula-

lacrymans.ws), Gloeophyllum trabeum (https://genome.jgi.doe.gov/Glotr1_1/Glotr1_1.home.html) et 

de Postia placenta (https://www.first-nature.com/fungi/postia-placenta.php). 

 

La coloration brune s’explique par la présence enrichie en lignine qui est chimiquement modifiée par 

les agents de pourriture brune (Cowling, 1961). En effet, ces organismes ont subi plusieurs 

évènements évolutifs (voir la section « Analyse génomique des champignons de pourriture ») qui ont 

eu pour conséquence de diminuer leur capacité à minéraliser la lignine. Au même titre que leurs 

ancêtres (les pourritures blanches), les pourritures brunes possèdent un système enzymatique 

extracellulaire hydrolytique ainsi qu’un système oxydatif permettant de dégrader les deux 

polysaccharides (cellulose et hémicellulose). En comparaison avec leurs ancêtres, les pourritures 

brunes dégradent plus efficacement les polysaccharides (Blanchette, 2000, Daniel, 1994). En 

revanche, les agents de pourritures brunes ont recours à des processus oxydatifs pour modifier 

chimiquement la lignine. Au même titre que les pourritures blanches, ces organismes sont capables de 

développer la réaction de Fenton (Hammel et al., 2002), au cours de laquelle il y a production de 

radicaux hydroxyles (Figure n°14). 

 

Serpula lacrymans Gloeophyllum trabeum Postia placenta
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Figure n°14 : Réaction de Fenton permettant la production de radicaux hydroxyles.  

La présence en forte quantité d’agents oxydants a pour conséquence de modifier chimiquement la 

lignine et cela dans le but de rendre plus accessible les polysaccharides aux enzymes hydrolytiques, 

comme par exemple les glycosides hydrolases.  

Pour permettre la réaction de Fenton, les champignons de pourriture brune ont développé un système 

permettant de recycler le Fe
3+

 (Jensen et al., 2001). Pour cela, il a été montré que l’agaricomycète, 

Gloeophyllum trabeum, secrète deux composés : la 2,5-diméthoxyhydroquinone et la 4,5-

diméthoxycatéchol qui réduisent le Fe
3+

 en Fe
2+

 et s’oxydent pour former des semiquinones (qui sont 

des radicaux). Ces semiquinones vont ensuite réduire du dioxygène ainsi que du Fe
3+

 pour former des 

radicaux hydroperoxydes et à nouveau du Fe
2+ 

(Figure n°15). Pendant cette étape, les semiquinones 

sont transformées en quinones (Suzuki et al., 2006). 

Figure n°15 : Mécanisme de la réaction enclenchée par le 4,5-diméthoxycatéchol secrété par 

Gloeophyllum trabeum pour régénérer les ions Fe
2+

 dans le but de réalimenter la réaction de Fenton 

(issue et modifiée de Suzuki et al., 2006). 

D’autre part, les agents de pourriture brune sont capables de sécréter des molécules d’oxalate qui vont 

abaisser le pH environnant (Espejo and Agosin, 1991). Dans des conditions acides, l’oxalate va 

rapidement chélater le fer ferrique (Fe
3+

) (Jensen et al., 2001). Cette chélation va permettre de 

solubiliser le fer. Le complexe entre la molécule d’oxalate et de Fe
3+

 pourra être ensuite réduit par 

d’autres composés (comme le 4,5-diméthoxycatéchol) afin d’initier la réaction de Fenton (Hammel et 

al., 2002).  

H2O2 + Fe2+ OH- + Fe3+ + •OH

4,5-diméthoxycatéchol

semiquinone

quinone

Réaction de Fenton

Modification chimique de la lignine et 

Dépolymérisation de polysaccharides

•OH
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2.3.4.  Les champignons de pourriture blanche 

Les champignons de pourriture blanche sont capables de dégrader tous les composants de la paroi des 

cellules végétales que ce soit la cellulose, les hémicelluloses et la lignine (Blanchette, 2000). Comme 

leur nom l’indique, ces agents de pourriture se distinguent par une coloration blanche du bois en cours 

de dégradation, cette coloration blanchâtre témoignant de la dégradation de la lignine. Les stratégies 

de dégradation utilisées par les champignons de pourriture blanche ne sont pas toujours les mêmes. En 

effet, même si la plupart d’entre eux attaque en même temps la lignine, les hémicelluloses et la 

cellulose (c’est le cas par exemple de Trametes versicolor et de Phanerochaete chrysosporium), 

certains dégradent sélectivement et préférentiellement la lignine (comme par exemple Dichomitus 

squalens, (Dashtban et al., 2010)).  

Au même titre que les champignons de pourriture brune, les agents de pourritures blanches utilisent 

aussi des processus oxydatifs comme la réaction de Fenton pour produire des radicaux hydroxyles lors 

de la dégradation de la biomasse lignocellulosique (Arantes et al., 2011 ; Tanaka et al., 1999). Pour 

dégrader la lignine, les agents de pourritures blanches utilisent également une multitude 

d’oxydoréductases comme les peroxydases et les laccases. Ces enzymes seront décrites plus en détails 

dans la section « c. Mécanisme de dégradation enzymatique de la lignine ». A contrario des 

champignons de pourriture brune, les agents de pourriture blanche sont principalement retrouvés sur 

les bois de feuillus. Les deux principaux modèles de pourriture blanche sont Phanerochaete 

chrysosporium (Figure n°16), dont le génome pour la souche RP78 a été séquencé pour la première 

fois en 2004 ; (Martinez et al., 2004) et Trametes versicolor (dont le génome a été séquencé en 2012 

(Floudas et al., 2012)). 

Figure n°16 : Photographie de Phanerochaete chrysosporium (https://genome.jgi.doe.gov/Phchr2). 
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2.3.4.1. Description du modèle Trametes versicolor utilisé dans cette étude 

Trametes versicolor est un champignon filamenteux appartenant à l’ordre des polypores (Figure n°17). 

Figure n°17 : Photographies de Trametes versicolor dans son environnement (à gauche, photographie 

issue de Justo et Hibbett, 2011 ; et à droite, photographie personnelle prise en forêt de Champenoux - 

54280).  

D’un point de vue écologique, T. versicolor est généralement retrouvé sur du bois mort issus d’arbres 

encore debout ou tombés au sol. C’est un champignon très répandu en forêt tempérée et notamment 

sur le continent européen où il fut identifié dans plusieurs pays tels que les Pays-Bas, l’Allemagne et la 

France. A l’échelle mondiale, Trametes versicolor peut être retrouvé sur au moins 295 essences de 

bois et sous différents climats : tempéré, boréal et tropical (Figure n°18, Carlson et al., 2014).  

Cependant, ses substrats préférentiels sont surtout les bois d’angiospermes (Quercus sp, Fraxinus sp, 

Betula sp, Populus sp) et aussi certains bois de gymnospermes (Picea sp, Derbsch, Schmitt, 1987 ; J 

Kriegelsteiner, 2000 ; Kuyper, 1995). 

Figure n°18 : Répartition géographique de Trametes versicolor disponible sur la base de données des 

champignons, « Fungal databases – Fungus-Host Distributions » à l’adresse suivante https://nt.ars 

grin.gov/fungaldatabases/fungushost/new_frameFungusHostReport.cfm. Cette carte a été obtenue en 

utilisant le logiciel en ligne, http://umap.openstreetmap.fr. 

Au même titre que P. chrysosporium, T. versicolor est un champignon très étudié pour ses capacités de 

dégradation mais aussi pour son aptitude à décomposer des composés récalcitrants dans un contexte de 

bioremédiation (Ryan et al., 2007). Enfin, tout comme le champignon Ganoderma lucidum, T. 

versicolor est également utilisé dans la médecine asiatique. En effet, il a été montré que des extraits 

glucidiques de T.versicolor pouvaient avoir des effets thérapeutiques sur la santé animale et humaine 

(Wasser, Weis, 1999). 
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3. Analyse et comparaison génomique des champignons décomposeurs de bois  

Ces dernières années, le domaine de la génomique a connu un essor important grâce à l’amélioration 

des techniques et des méthodes de séquençage. A l’heure actuelle, dans le cadre du projet « 1000 

Fungal Genomes Project », plus de 1000 génomes d’organismes fongiques ont été séquencés (à la date 

du 24 avril 2018). Appliquées aux champignons décomposeurs, ces méthodes ont apporté des 

avancées considérables pour l’étude de ces organismes (Ohm et al., 2014).  

Ce fut en 2004 que le génome du premier champignon décomposeur de bois Phanerochaete 

chrysosporium (une pourriture blanche), fut séquencé (Martinez et al., 2004). Son génome présente un 

nombre important de gènes codant pour des enzymes impliquées dans la dégradation de la lignine. 

C’est le cas des enzymes de type oxydase (EC 1.10.3.2) et peroxydase (EC 1.11.1.7).  

Certaines d’entre elles, les lignine peroxydases (LiPs), les manganèse peroxydases (MnPs) et les 

versatile peroxydases (VPs) en font partie. Ces trois familles appartiennent aux peroxydases de classe 

II. La classe II correspond à des peroxydases fongiques qui sont sécrétées et qui participent à la 

dégradation de la lignine (Hiner et al., 2002). Les peroxydases nécessitent la présence de peroxyde 

d’hydrogène pour effectuer leur cycle catalytique. Dans le génome de P. chrysosporium, des gènes 

codant pour des enzymes synthétisant du peroxyde d’hydrogène telles que les glyoxal oxydases et les 

aryl-alcool oxydases, ont aussi été identifiés (Martinez et al., 2004).  

D’autre part, un nombre très important de gènes (environ 240) codant pour des enzymes réactives vis-

à-vis des polysaccharides, les CAZymes, a pu être détecté dans le génome de ce champignon 

(Martinez et al., 2004). Par ordre décroissant du nombre de gènes codant des CAZymes, une majorité 

code pour les glycoside hydrolases (GH), puis les glycosyltransférases (GT) et enfin les carbohydrates 

estérases. Le terme « cellulase » désigne les enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose. 

Les cellulases appartiennent à différentes sous-familles de GH : 1, 3, 5-9, 12 et 45 (Rytioja et al., 

2014). Dans le génome de P. chrysosporium, au sein des GH, les gènes codant des cellulases, plus 

précisément pour des endoglucanases (GH 3, 5, 6, 7, 9, 12 et 45), des cellobiohydrolases (GH 6 et 7) 

ainsi que des glucosidases (GH 1 et 3) ont également été retrouvés.  

D’autre part, un nombre important de gènes codant pour des cytochromes P450 monooxygénases (148 

CYP450s), enzymes impliquées dans les voies de détoxication et dans le métabolisme secondaire a pu 

être detecté. Un grand nombre de gènes (113) codant pour les « Major Facilitator Superfamily » 

(MFS) a aussi été identifié. Les MFS sont des protéines de transport impliquées dans les processus de 

détoxication, car elles participent notamment à l’exportation de composés toxiques (Morschhäuser, 

2010). Ces résultats ont aussi été confirmés pour d’autres génomes de pourriture blanche comme ceux 

de Ceriporiopsis subvermispora (Fernandez-Fueyo et al., 2012), Ganoderma lucidum (Chen et al., 

2012) et pour ceux issus du genre Armillaria sp (Sipos et al., 2017).  
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Chez les champignons de pourriture brune, le génome de Postia placenta fut l’un des premiers à être 

séquencé. Un nombre de CAZymes aussi important que celui du modèle de pourriture blanche, P. 

chrysosporium, a pu être quantifié (242 pour P. placenta contre 240 pour P. chrysosporium). 

Cependant, dans son génome aucun gène codant pour des exocellobiohydrolases et des 

endoglucanases n’a été detécté. En effet, certaines sous-familles de GH sont absentes dans son génome 

: les GH 5, 6, 7 et 11. Par ailleurs, d’autres familles de gènes codant pour des peroxydases réactives 

vis-à-vis de la lignine (LiPs, MnPs, VPs), n’ont pas été identifiées.  

A partir du nombre de gènes codant pour des peroxydases (réactives vis-à-vis de la lignine, POD) 

collectés sur une trentaine de génomes de champignons et en utilisant une méthode basée sur 

l’inférence bayésienne, il a été possible de proposer les différents évènements évolutifs qui ont eu lieu 

sur ces enzymes. En effet, les Basidiomycètes seraient apparus il y a 521 millions d’années et ils ne 

possédaient qu’une seule copie de gènes de POD. Cependant, lors de l’apparition des Agaricomycètes 

(il y a 290 millions d’années), un phénomène de divergence évolutive aurait conduit à une extension 

des POD dont le nombre de copie serait passé de 2 à 7 (Figure n°19).  

Par la suite, des phénomènes d’extension de POD se seraient effectués dans certains ordres de 

champignons tels que les Auriculariales, les Hyménochaetales, les Corticiales, les Polypores et les 

Russules (Figure n°19, traits bleus). Ce phénomène d’extension aurait permis l’apparition des 

pourritures blanches. En revanche, des phénomènes de contraction de POD auraient eu lieu dans 

l’ordre des Boletales, des Gloeophyllales, des Dacrymycètales et aussi pour certaines espèces de 

l’ordre des Polypores (Figure n°19, traits rouges). Ces phénomènes de contraction seraient à l’origine 

des pourritures brunes.  
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Figure n°19 : Chronogramme des champignons en relation avec le nombre de copies de gènes codant 

pour des peroxydases actives vis-à-vis de la lignine (issue de Floudas et al., 2012). 

 

Par ailleurs, des analyses phylogénomiques ont montré que plus de 400 familles de gènes sont 

corrélées avec l’évolution des champignons de pourriture blanche. Parmi ces familles, il y a celles 

impliquées dans la dégradation des parois des cellules végétales comme les POD, les 

cellobiohydrolases et les monooxygénases de polysaccharides (LPMO). De plus, d’autres familles 

d’enzymes impliquées dans le transport (les « Major Facilitator Superfamily ») et dans la détoxication 

(CYP450s et les glutathion transférases) ont également été identifiées comme marqueurs des agents de 

pourriture blanche (Nagy et al., 2017). 
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3.1. Confirmation de l’importance physiologique des PODs et des CAZymes  

Suite à l’identification des gènes obtenue par la génomique comparative, l’utilisation de méthodes 

complémentaires a permis de confirmer les rôles biologiques des POD et des CAZymes lors de la 

dégradation de la biomasse lignocellulosique.  

Une première méthode vise à étudier les niveaux d’expression des gènes. En effet, plusieurs études 

dites « transcriptomiques », se sont attachées à évaluer l’expression des gènes codant pour des POD et 

des CAZymes lorsque les champignons se développent sur du bois. L’ensemble des résultats a montré 

une surexpression des gènes codant des POD et des CAZymes confirmant ainsi leurs implications 

potentielles (Thuillier et al., 2014 ; Korripally et al., 2015).  

Une seconde méthode est dédiée à l’identification des protéines synthétisées lors de la dégradation de 

la biomasse lignocellulosique par un champignon. En effet, l’optimisation des méthodes d’extraction, 

de séparation et de caractérisation des protéines sécrétées par les dégradeurs de bois a aussi permis de 

confirmer les rôles physiologiques des POD et des CAZymes (Abbas et al., 2005 ; Bouws et al., 2008 ; 

Manavalan et al., 2011).  

 

4. Les mécanismes de dégradation enzymatique des champignons 

4.1. La dégradation enzymatique des polysaccharides 

Les CAZymes correspondent à des enzymes qui sont réactives vis-à-vis des carbohydrates, ces 

enzymes sont classées en cinq grandes familles : les glycoside hydrolases (GHs), les 

glycosyltransférases (GTs), les polysaccharide lyases (PLs), les carbohydrate estérases (CEs) et les 

enzymes à activités auxiliaires (AAs ; http://www.cazy.org/).  

Chez les Basidiomycètes, que ce soit dans la dégradation des polymères de cellulose, des 

hémicelluloses et de la pectine, quatre grandes familles de CAZymes, contenant plusieurs sous-

familles, sont impliquées (Rytioja et al., 2014) :  

- Les GH 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 25, 26, 28, 30, 35, 36, 37, 43, 45, 51, 53, 54, 62, 67, 74, 78, 

93 et 115  

- Les CE 1, 5, 8, 12, 15 et 16 

- Les PL 1, 3, 4, 9 et 11 

- Les AA 3 et 9  
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4.1.1.  La dégradation de la cellulose  

Afin de dégrader le polymère de cellulose, les champignons sont capables de sécréter des cellulases. 

Les cellulases sont des enzymes hydrolytiques qui hydrolysent les liaisons osidiques de type β-1,4 au 

sein de la cellulose (Pérez et al., 2002). Les cellulases sont divisées en trois catégories qui sont les 

endoglucanases et les cellobiohydrolases et les β-glucosidases (Rytioja et al., 2014). Les 

endoglucananes (EC 3.2.1.4) clivent préférentiellement les liaisons osidiques dans les zones amorphes 

de la cellulose (Figure n° 20). Les cellobiohydrolases (EC 3.2.1.176 et EC 3.2.1.91) agissent sur les 

extrémités réductrices de la cellulose et aussi sur les produits de dégradation des endoglucanases. 

Ensemble, les deux classes d’enzymes peuvent dégrader la cellulose amorphe. Néanmoins, les 

cellobiohydrolases sont plus efficaces pour dégrader la cellulose cristalline (Baldrian, Valásková, 

2008). Pour ces deux classes d’enzymes, le produit de dégradation est le même et il s’agit d’une 

molécule de cellobiose. Ensuite, les unités de cellobiose seront clivées en deux molécules de glucose 

sous l’action des β-glucosidases (EC 3.2.1.21, Figure n°20). D’autre enzymes en association avec 

celles citées ci-dessus, participent à la dégradation de la cellulose ; il s’agit des cellobiose 

deshydrogénases (CDHs, EC 1.1.99.18) et des monooxygénases de polysaccharides (LPMOs). 

Figure n°20 : (A) Dégradation enzymatique de la cellulose (issue et modifiée de Rytioja et al., 2014). 

(B) Mécanisme d’action des CDHs (issue de Baldrian et al., 2008). (C) Clivage oxydatif de la 

cellulose par les LPMOs (issue de Hemsworth et al., 2015). (D) Aperçu du site actif contenant l’atome 

de cuivre stabilisé par l’histidine conservée. Cet atome de cuivre va fixer une molécule de dioxygène 

(issue de Walton, Davies, 2016). 
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Les CDHs sont des enzymes extracellulaires qui sont capables d’oxyder les unités cellobiose issues de 

l’hydrolyse de la cellulose (Baldrian, Valásková, 2008). Ces enzymes contiennent dans leurs structures 

un hème et un domaine permettant la fixation de la flavine adénine dinucléotide (FAD). C’est à partir 

de ce domaine que deux électrons sont retirés du cellobiose (Payne et al., 2015). L’hème contribue au 

transfert des électrons provenant du domaine FAD à destination d’accepteurs d’électrons. Parmi ces 

accepteurs, il a été suggéré que les CDHs fourniraient les électrons à l’atome de cuivre présent dans le 

site actif des LMPOs pour initier leur cycle catalytique (Tan et al., 2015). 

Les LPMOs ont été découvertes récemment (en 2010) et des études récentes ont montré que ces 

enzymes sont capables d’oxyder directement la cellulose et provoquent le clivage des liaisons 

osidiques (Villares et al., 2017). Ces enzymes peuvent oxyder à deux positions différentes le 

cellobiose : aux positions 1 et 4 (Hemsworth et al., 2015). L’oxydation a pour conséquence de cliver 

les deux sous-unités générant l’une d’entre elles sous forme de lactone (ce qui correspond à un 

hétérocycle comportant une fonction cétone, Figure n°20C). Les LPMOs peuvent cliver d’autres 

polysaccharides comme la chitine, le xylane, l’amidon et le glucomannane (Hemsworth et al., 2015). 

La caractérisation structurale des LPMOs a permis de révéler l’organisation de leur site actif. En effet, 

celui-ci est composé d’acides aminés aromatiques qui auraient pour rôle de fixer le substrat (la 

cellulose). De plus, le site actif est configuré pour accueillir un atome de cuivre. Cet atome de cuivre 

est stabilisé via des interactions avec une histidine conservée (Figure n°20D ; Walton, Davies, 2016).  

 

4.1.2.  La dégradation des hémicelluloses 

De par la diversité des oses présents dans la structure des hémicelluloses, les champignons utilisent 

plusieurs enzymes pour dégrader ces polysaccharides (Shallom, Shoham, 2003). A titre d’exemple, 

pour dégrader le xylane qui est le constituant majeur des hémicelluloses, les champignons possèdent 

des β-1,4-endoxylanases (EC 3.2.1.8), des xylobiohydrolases (EC 3.2.1) et des β-1,4-xylosidases (EC 

3.2.1.37, Rytioja et al., 2014). Pour les autres constituants des hémicelluloses, le tableau ci-dessous 

récapitule les enzymes spécifiques dédiées à leur dégradation (Tableau n°1 ; Rytioja et al., 2014). Par 

ailleurs, les LPMOs sont aussi capables de dégrader les hémicelluloses (en particulier le xylane et le 

xyloglucane, voir le paragraphe précédent) (Agger et al., 2014). 
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Tableau n°1 : Enzymes impliquées dans la dégradation des hémicelluloses (issue de Rytioja et al., 

2014). 

 

4.1.3.  La dégradation de la pectine 

Il existe une diversité d’enzymes fongiques permettent la dégradation de la pectine, c’est le cas des 

endopolygalacturonases (EC 3.2.1.15) et des exopolygalacturonases (EC 3.2.1.67). De plus, les 

champignons de pourriture brune et blanche sont aussi capables de sécréter des molécules d’oxalate. 

L’oxalate va chélater les ions calcium présents dans la structure des pectines ce qui va permettre de 

déstructurer les pectines et de les rendre plus accessible à l’action des polygalacturonases (Green et al., 

1996).  

 

4.2. Les mécanismes de dégradation enzymatique de la lignine 

Les champignons de pourriture blanche sont capables de sécréter des enzymes lignolytiques 

extracellulaires qui sont des oxydoréductases. Dans cette partie, les mécanismes de deux types 

d’oxydoréductases seront décrits : les peroxydases et les laccases.  
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Les peroxydases représentent une grande famille d’oxydoréductases qui utilise une molécule de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) pour oxyder un substrat. La plupart des peroxydases contiennent un 

hème comme co-facteur. Dans le cadre de la dégradation de la lignine, il existe différentes familles de 

peroxydases. Volontairement, je décrirai plus en détails quatre d’entre elles, les lignine peroxydases 

(LiPs), les manganèse peroxydases (MnPs), les versatile peroxydases (VPs) et les peroxydases 

décolorantes de pigments (DyPs). Dans les génomes des champignons de pourriture blanche, ce sont 

surtout les gènes codant les LiPs et les MnPs qui sont présents de façon majoritaire (Tableau n°2).  

Tableau n°2 : Répartition du nombre de gènes codant pour les LiPs, les MnPs, les VPs et les DyPs 

pour certains champignons de pourriture blanche (fond blanc) et de pourriture brune (fond orange) 

(disponible sur le site du Joint Genome Institute). 

 

4.2.1.  Les lignine peroxydases (LiPs) 

Ce fut au début des années 1980 que les premières lignines peroxydases (LiPs, EC 1.11.1.14) furent 

découvertes chez les champignons de pourriture blanche. En effet, Glenn et collaborateurs ont mis en 

évidence une enzyme sécrétée par Phanerochaete chrysosporium qui, dans le milieu extracellulaire, 

était capable de catalyser des réactions de clivage oxydatif de modèles de lignine (Glenn et al., 1983). 

Cette découverte fut aussi confirmée par Tien et Kirk, ces-derniers ont aussi pu identifier l’implication 

de cette enzyme dans les processus oxydatifs de dégradation de la lignine (Tien, Kirk, 1983). Par 

ailleurs, à partir de cultures liquides de P. chrysosporium et à l’aide de techniques 

chromatographiques, ces chercheurs sont parvenus à purifier la première LiP. Dans le même temps, ils 

ont aussi pu démontré l’importance de la présence de peroxyde d’hydrogène (H2O2) en tant que 

donneur d’électrons, pour permettre son activité (Tien, Kirk, 1983). A partir de cette première 

découverte, l’étude des LiPs a connu un essor important avec la caractérisation de LiPs issues de 

plusieurs champignons décomposeurs (Hofrichter et al., 2010). En général, les LiPs sont des enzymes 

dont la masse moléculaire est comprise entre 38 et 43 kDa.  

Espèces Lignine peroxydase Manganèse peroxydase Versatile peroxydase
Peroxydases 

décolorantes de pigments

Bjerkandera adusta 12 6 1 10

Phlebia brevispora 5 6 0 3

Phanerochaete chrysosporium 10 5 0 0

Dichomitus squalens 0 9 3 1

Ganoderma sp 0 6 2 3

Trametes versicolor 10 12 3 2

Gelatoporia subvermispora 1 13 1 0

Serpula lacrymans 0 0 0 0

Gloeophyllum trabeum 0 0 0 0

Postia placenta 0 0 0 2
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Ces enzymes sont capables d’oxyder une large gamme de composés : phénoliques (l’alcool 

vératrylique), non-phénoliques (la liaison aryl-glycérol β-aryl éther) et des méthoxybenzènes 

(Pollegioni et al., 2015). D’un point de vue structural, à l’intérieur du site d’oxydation des LiPs se 

trouve un tryptophane catalytique qui permet le transfert d’électron en direction de l’hème (Hofrichter 

et al., 2010). Les LiPs ont un rôle dans la dégradation de la lignine car elles sont capables de cliver 

directement les liaisons latérales entre deux atomes de carbone (Figure n° 21, Pollegioni et al., 2015) 

et notamment entre les carbones Cα et Cβ. Le peroxyde d’hydrogène pourrait provenir, en partie, de 

l’action d’enzymes comme les glyoxal oxydases (EC 1.2.3.15) et les aryl alcool oxydases (EC 1.1.37) 

elles-mêmes sécrétées par le champignon (Whittaker et al., 1999).  

Figure n°21 : Mécanisme d’action des LiPs sur un modèle de lignine (issue de Pollegioni et al., 2015). 

 

4.2.2.  Les manganèse peroxydases (MnPs) 

D’un point de vue génomique, les manganèse peroxydases (MnPs, EC 1.11.1.13) sont autant présentes 

que les lignine peroxydases. L’analyse des séquences peptidiques a montré que les MnPs présentent 

une vingtaine d’acides aminés de plus que les LiPs et possèdent donc une masse moléculaire plus 

importante (45-60 kDa). D’autre part ces enzymes sont spécifiques de l’oxydation de l’ion manganèse 

en conditions acides. Pour permettre cette réaction, les MnPs possèdent un site de fixation du 

manganèse proche du site de fixation de l’hème. Afin que la protéine puisse interagir avec le 

manganèse, trois acides aminés sont impliqués pour établir des liaisons électrostatiques, il s’agit de 

deux glutamates et d’une asparagine (Hofrichter et al., 2010).  

Le cycle catalytique des MnPs débute par la fixation d’un groupement peroxyde sur l’atome de fer 

contenu dans l’hème de la protéine ce qui va avoir pour conséquence de former un état intermédiaire 

avec un atome de fer sous forme Fe
4+

 (Figure n°22, étape 1). Pour réduire ce premier état 

intermédiaire, un ion manganèse (Mn
2+

) va donner un électron, entraînant la réduction de l’atome de 

fer et la production d’une molécule de Mn
3+ 

(Figure n°22, étape 2).  
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Puis, une seconde étape de réduction similaire à la première permettra de produire une seconde 

molécule de Mn
3+

. Lors de cette même étape, l’atome de fer est de nouveau réduit et redevient 

accessible pour initier un nouveau cycle catalytique (Figure n°22, étape 3, Hofrichter, 2002). 

Figure n°22 : Mécanisme d’action d’une manganèse peroxydase. Le symbole délimitant l’atome de 

fer représente l’hème de la protéine. Les formes chélatées des ions Mn
2+

 et Mn
3+

 sont symbolisés par 

des cercles gris (issue de Hofrichter, 2002). 

 

Les ions Mn
3+

, issus de l’oxydation du Mn
2+

, sont ensuite chélatés par des molécules d’oxalate 

sécrétées par le champignon. La chélation du Mn
3+

 a pour conséquence de diminuer sa capacité 

oxydante. Sous cette forme chélatée, le Mn
3+

 ne peut pas oxyder les structures non-phénoliques de la 

lignine. Cependant, elle peut oxyder des composés phénoliques (comme ceux présents aux extrémités 

de la lignine), des groupements amines, des groupements thiols, ou des acides carboxyliques 

(Hofrichter, 2002, Pérez et al., 2002). Contrairement aux LiPs (Figure n°21), les MnPs ne sont pas 

capables d’oxyder directement la lignine et cela peut s’expliquer par l’absence du tryptophane dans le 

site actif (Hammel, Cullen, 2008).  

 

4.2.3.  Les versatile peroxydases (VPs) 

Les versatile peroxydases (VPs, EC 1.11.1.16) sont des enzymes partageant des similitudes d’activités 

avec les LiPs et les MnPs. C’est à la fin des années 1990 que les premières versatile peroxydases 

furent découvertes. D’abord en 1998, Mester et Field ont observé chez Bjerkandera sp qu’une protéine 

était capable d’oxyder divers substrats comme par exemple le 2,6-dimethoxyphenol (un dérivé de la 

dépolymérisation de la lignine) et l’alcool vératrylique (un substrat connu des LiP) avec ou sans 

manganèse (Mester, Field, 1998).  
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Ensuite en 1999, ce fut la découverte d’une versatile peroxydase provenant de Pleurotus eryngii. 

Camarero et collaborateurs sont parvenus à purifier une enzyme ayant la capacité d’oxyder des ions 

manganèse Mn
2+

 en ions Mn
3+

 en présence de H2O2. De plus, cette même enzyme oxydait un substrat 

modèle de lignine peroxydase, l’alcool vératrylique. Cependant, contrairement aux LiPs, cette protéine 

était aussi capable d’oxyder des composés phénoliques (Camarero et al., 1999). D’un point de vue 

structural, la propriété hybride des VPs s’explique par la présence d’un site de fixation des ions 

manganèse (Mn
2+

) similaire à celui trouvé chez les manganèse peroxydases (Figure n°23, Ruiz-

Dueñas et al., 2009).  

Figure n°23 : Aperçu du site de fixation de l’hème montrant le tryptophane catalytique pour les 

lignine peroxydases et versatile peroxydases. Le site de fixation du manganèse (représenté sous la 

forme d’une sphère de couleur grise) pour la MnP et la VP est composé de trois acides aminés qui sont 

deux glutamates (en position 35/36 et 39/40) et d’une asparagine (en position 175/179). Les sphères 

rouges représentent des molécules d’eau (issue de Ruiz-Dueñas et al., 2009). 

 

4.2.4.  Evolution des trois familles de peroxydases de classe II 

Une combinaison d’approche phylogénétique, structurale et biochimique a permis de construire un 

modèle évolutif des trois familles de peroxydases de classe II (Ayuso-Fernández et al., 2017, 2018). 

Selon ce modèle, l’ancêtre commun des trois familles de peroxydases serait une MnP qui contenait un 

site de fixation du Mn
2+

 et une alanine (aux alentours de la position 170). Ensuite, deux voies 

évolutives indépendantes seraient apparues. Dans la première, l’alanine serait conservée et dans la 

deuxième celle-ci serait remplacée par une asparagine (Figure n°24A). Puis, une nouvelle étape de 

substitution aurait eu lieu pour remplacer les deux acides aminés (alanine ou asparagine) par un 

tryptophane. L’apparition de ce tryptophane aurait donné naissance aux versatile peroxydases (VPs). 

Ainsi, d’après ce modèle, deux ancêtres de VPs existeraient (Figure n°24A). Suite à la substitution de 

l’alanine en un tryptophane, les VPs formées auraient perdu leur site de fixation du manganèse. Cette 

perte va occasionner l’apparition des lignine peroxydases (Ayuso-Fernández et al., 2018). L’approche 

structurale montre que pour l’une des deux voies évolutives (représentée en rouge dans la figure 

n°24A), les charges de surface à proximité du résidu (à la position 170/171/172) sont de plus en plus 

négatives, ce qui rend cet environnement plus acide (Figure n°24A). La forte présence de charges 

négatives augmenterait le pouvoir oxydant du tryptophane et favoriserait aussi la fixation de composés 

chargés positivement (Ayuso-Fernández et al., 2018).  
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Des caractéristiques biochimiques telles que la fonctionnalité à pH acide et la stabilité thermique sur 

les ancêtres des trois familles de peroxydases ont aussi été étudiées. Dans l’une des deux voies 

évolutives, la stabilité fonctionnelle à pH 3 des ancêtres de VPs (VP-A) et de LiPs est fortement 

augmentée après l’apparition du tryptophane catalytique (Figure n°24B). De plus, les températures de 

dénaturation des ancêtres de MnPs et de VPs sont similaires alors que celle de l’ancêtre des LiPs est 

diminuée (Figure n°24C). Ce résultat suggère que la présence du site de fixation du manganèse 

contribuerait à une meilleure stabilité thermique (Ayuso-Fernández et al., 2018). 

Figure n°24 : (A) Evolution des trois familles de peroxydases de classe II. L’ancêtre serait une MnP 

ayant un site de fixation du manganèse (demi-cercle bleu clair) et une alanine en position 170 (en 

vert). Ensuite, deux voies évolutives seraient apparues : l’une, en rouge, ayant gardée l’alanine et 

l’autre, en bleue, où l’alanine aurait été remplacée par une asparagine (demi-cercle en violet). Ensuite, 

un tryptophane (demi-cercle orange) aurait remplacé les deux acides aminés (alanine ou asparagine) 

dans les deux voies donnant naissance aux VPs. Enfin, dans la première voie évolutive (en rouge), une 

innovation évolutive s’effectuerait par la disparition du site de fixation du manganèse (demi-cercle 

blanc). Cette disparition permettrait l’apparition des LiPs. La répartition des charges de surface dans 

l’environnement proche du résidu (impliqué dans l’interaction avec la lignine) est représentée pour les 

ancêtres de chaque famille de peroxydases (les charges positives en bleu et les charges négatives en 

rouge). (B) Activité résiduelle des peroxydases à pH 3 pour les deux voies évolutives. (C) 

Thermostabilité des peroxydases appartenant aux deux voies évolutives (issue de Ayuso-Fernández et 

al., 2018). 
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4.2.5.  Les peroxydases décolorantes de pigments (DyPs) 

Les peroxydases décolorantes de pigments (DyPs, EC 1.11.1.19) sont des enzymes extra- et 

intracellulaires qui ont été découvertes pour la première fois en 1999 chez le champignon Geotrichum 

candidum (Kim, Shoda, 1999). Les DyPs sont présentes dans tout le domaine du vivant : archées, 

bactéries et eucaryotes (Sugano, 2009, Colpa et al., 2014).  

Dans la famille des DyPs, quatre groupes phylogénétiques existent : les DyP de type A, B, C et D. 

D’un point de vue évolutif, l’ancêtre des DyPs appartiendrait au groupe A. Ce groupe A est composé 

des séquences de DyPs de bactéries thermophiles facultativement anaérobies issues des Firmicutes. A 

partir du groupe A, les DyPs auraient évoluées de façon alternative : soit pour former des DyPs de type 

C et D, soit pour donner naissance aux DyPs de type B. Les représentants des DyPs de type C sont 

retrouvés chez des Cyanobactéries, des Actinobactéries et de Protéobactéries. Concernant les DyPs de 

type D, elles regroupent uniquement les DyPs retrouvées chez les Basidiomycètes et les Ascomycètes. 

Enfin, les DyPs de type B sont issues de divers organismes (procaryotiques et eucaryotiques) 

(Zámocký et al., 2015).  

Les DyPs sont des protéines structurellement stables jusqu’à de fortes températures (environ 60°C) et 

sous haute pression (environ 8kbar ; Pühse et al., 2009). Les substrats de ces enzymes sont variés 

(Figure n°25) : les colorants synthétiques (Sugano, 2009), les composés phénoliques (Kim, Shoda, 

1999), les composés non phénoliques (Singh, Eltis, 2015), les tétraterpènes (comme les caroténoïdes ; 

Scheibner et al., 2008), les composés azobenzènes (Hofrichter et al., 2010) et l’ion manganèse (Mn
2+

 ; 

Fernández-Fueyo et al., 2015). D’autre part, il a été montré que les DyPs pouvaient oxyder un modèle 

non phénolique de lignine (l’alcool vératrylique) occasionnant le clivage de la liaison β-aryl éther (une 

des liaisons majoritaires dans la structure de la lignine ; Liers et al., 2010). Cette aptitude suggère une 

implication potentielle des DyPs dans les processus de dégradation de la lignine. 

D’un point de vue structural, les DyPs sont des peroxydases héminiques. Généralement, les 

peroxydases héminiques contiennent dans le site de fixation de l’hème, une histidine. Ce résidu permet 

le clivage de l’H2O2. Cependant chez les DyPs, deux résidus sont impliqués : un acide aspartique et 

une arginine (Sugano, 2009). Ces deux résidus sont localisés au-dessus de l’hème. Cette prédisposition 

expliquerait une meilleure affinité des DyPs vis-à-vis de l’H2O2 par rapport aux LiPs et aux VPs (Liers 

et al., 2013). D’autre part, les DyPs ont des spécificités de substrats car elles clivent plus rapidement 

les colorants synthétiques que les LiPs et les VPs (Liers et al., 2013).  
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Figure n°25 : Récapitulatif non exhaustif des réactions catalysées par les DyPs et de leurs cibles 

moléculaires (modifiée de Hofrichter et al., 2010). 

 

4.2.6.  Les laccases 

Les laccases (EC 1.10.3.2) sont des enzymes ayant une activité de type phénol-oxydase. Généralement 

leur masse moléculaire est comprise entre 60 et 80 kDa. Au même titre que les peroxydases et les 

CAZymes, la plupart des études biochimiques portant sur les laccases, ont mis en évidence une 

modification post-traductionnelle sur ces enzymes (Piontek et al., 1993 ; Rubio et al., 2016). Cette 

modification correspond à une réaction de glycosylation au cours de laquelle il y a un à plusieurs 

ajouts de groupements glycosidiques (Otterbein et al., 2000). D’un point de vue structural, les laccases 

contiennent quatre ions cuivre (Cu
2+

, Figure n°26). Un premier ion cuivre est localisé dans le site T1 et 

il est à l’origine de la couleur bleue de l’enzyme. Ce premier ion cuivre est également fixé de manière 

covalente à l’atome de soufre d’une cystéine (Ducros et al., 1998). Les trois autres ions cuivre sont 

regroupés ensemble (on parle de centre trinucléaire) dans les sites T2 et T3. Pour coordonner ces trois 

ions cuivre, plusieurs histidines sont présentes (Pollegioni et al., 2015).  

Les laccases sont capables de simultanément réduire une molécule de dioxygène en deux molécules 

d’eau et d’oxyder une large gamme de substrats. La nature chimique de ces substrats est variée, en 

effet les laccases peuvent oxyder des ions métalloïdes, des composés phénoliques et non phénoliques 

(Pérez et al., 2002). De plus, il a été montré qu’une laccase de T. versicolor était capable de 

polymériser des fragments de la lignine (Bourbonnais et al., 1995). Les laccases représentent un intérêt 

majeur notamment dans les domaine des biotechnologies (biocarburants, bioremédiation) (Mate et 

Alcalde, 2017). 
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Figure n°26 : (A) Structure d’une laccase de Trametes versicolor représentant la localisation des sites 

T1, T2 et T3. (B) Aperçu du site actif d’une laccase et du positionnement des sites T1-3. Les sphères 

de couleur orange représentent les ions cuivre (Cu
2+

, issue de Pollegioni et al., 2015).  

 

5. Le système de détoxication chez les champignons saprophytes 

5.1. Présentation générale 

Le système de détoxication désigne l’ensemble des mécanismes permettant à l’organisme de résister à 

la réactivité de molécules toxiques. Ce système est divisé en 3 phases (Figure n°27 ; Morel et al., 

2013 ; Harms et al., 2011).  

Figure n°27 : Système de détoxication chez les champignons saprophytes (issue de Morel et al., 2013 

; Harms et al., 2011). 
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Lors de la colonisation du bois par les champignons, les produits de dégradation de la lignine (les 

composés phénoliques et non-phénoliques) ainsi que les extractibles libérés peuvent être transformés 

par le système de détoxication. De plus, d’autres composés exogènes (ou xénobiotiques) comme les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (PAHs), les composés halogènes et chlorés sont aussi 

d’autres cibles de ce système (Harms et al., 2011). 

5.2. La phase I d’activation 

Lors de la première phase, le composé toxique va subir une étape d’activation qui correspond 

généralement à des réactions d’oxydation, d’hydroxylation et d’époxydation. Au cours de cette 

première étape, le composé va subir l’incorporation d’un groupement électrophile dans sa structure. 

Chez les champignons décomposeurs de bois, cette première phase peut avoir lieu en dehors et à 

l’intérieur de la cellule (Figure n°25). 

5.2.1.  L’activation extracellulaire  

Des enzymes sécrétées comme les PODs et les laccases sont aussi impliquées dans la détoxication. 

Ces enzymes peuvent oxyder des composés toxiques conduisant dans certains cas, à leurs 

dégradations. En effet, il a été montré que celles-ci étaient capables de dégrader une large gamme de 

composés xénobiotiques comme les PAHs (anthracène et phénanthrène), les pesticides et les 

pentachlorophénols (Hammel, 1995 ; Rabinovich et al., 2004 ; Reddy, Gold, 2000). Cette étape de 

dégradation empêche des molécules potentiellement toxiques de rentrer dans la cellule fongique.  

Par ailleurs, les PODs et les laccases jouent aussi un rôle dans la détoxication des produits de 

dégradation. C’est notamment le cas des laccases qui sont capables d’oxyder plusieurs molécules 

phénoliques issues de la dégradation bois comme par exemple, le guaiacol et le catéchol (Martínková 

et al., 2016).  

5.2.2.  L’activation intracellulaire  

Plusieurs familles multigéniques d’enzymes peuvent intervenir lors de la phase d’activation 

intracellulaire. C’est le cas par exemple de la famille des cytochromes P450 monooxygénases 

(CYP450s). Les CYP450s correspondent à une famille très représentée dans les génomes de 

champignons (Martinez et al., 2004 ; Chen et al., 2012) et il a également montré que cette famille a 

évolué avec les champignons de pourriture blanche (Nagy et al., 2017). De plus, le nombre de gènes 

codant pour les CYP450s est plus important chez les champignons dégradeurs de bois que chez les 

champignons pathogènes et symbiotiques (Tableau n°3) (Morel et al., 2013). Cette extension de 

CYP450s suggère que ces enzymes sont impliquées dans la détoxication des molécules de bois et on 

ne peut pas exclure qu’elles interviennent dans des voies de biosynthèse du métabolisme secondaire. 

Les CYP450s sont divisées en plusieurs sous-familles, chacune ayant une spécificité de substrat 

(Hirosue et al., 2011).  
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Par exemple, la sous famille des CYP53 provenant de P. placenta catalyse l’hydroxylation des certains 

stilbènes (Ide et al., 2012). D’autre part, il a été observé que deux CYP450s de la sous famille des 

CYP50c et des CYP142c issues de P. chrysosporium catalysaient des réactions d’hydroxylation sur 

une molécule de flavone pour former une molécule de 3’-hydroxyflavone (Kasai et al., 2010).   

Tableau n°3 : Répartition du nombre de gènes codant pour des CYP450s. 

A l’instar des CYP450s, d’autres familles d’enzymes peuvent être impliquées dans la phase 

d’activation dans la cellule fongique, il s’agit des flavine monoxygénases (FMOs). Les FMOs 

catalysent des réactions d’hydroxylation sur plusieurs composés phénoliques comme le catéchol et le 

pyrogallol (Nakamura et al., 2012). 

 

 

 

 

Type trophique Noms
Nombre de gènes codant des 

CYP450s

Pathogène

Aspergillus fumigatus 75

Melampsora larici-populina 30

Candida albicans 10

Symbiotique

Laccaria bicolor 98

Hebeloma cylindrosporum 97

Décomposeur

Coprinopsis cinerea 138

Agaricus bisporus 120

Pourriture brune

Postia placenta 250

Serpula lacrymans 163

Gloephyllum trabeum 128

Pourriture blanche

Phanerochaete chrysosporium 148

Trametes versicolor 186

Dichomitus squalens 185

Ganoderma lucidum 219
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5.3. La phase II dite de conjugaison 

Au cours de la phase II, le composé activé est conjugué. La phase de conjugaison fait intervenir des 

familles multigéniques capables de catalyser différentes réactions : la glycosylation, l’acétylation, la 

sulfatation, la malonylation, la glutathionylation ; ces réactions peuvent être assurées par différentes 

familles d’enzymes (Jancova et al., 2010). La conséquence de l’étape de conjugaison est de diminuer 

la toxicité des molécules.  

La réaction de glycosylation correspond à l’ajout de groupements glycosidiques à une molécule. Chez 

les plantes, la réaction de glycosylation est très connue pour son implication dans le transport de 

métabolites secondaires comme les flavonoïdes en vue d’une séquestration dans la vacuole (Offen et 

al., 2006 ; Zhao, 2015). Chez les champignons, la glycosylation peut se produire par l’action de 

différentes glycosyltransférases. A titre d’exemples les glucosyltransférases utilisent une molécule de 

glucose alors que les glucuronosyltransférases utilisent l’acide glucuronique pour la conjugaison. Par 

ailleurs pour permettre leur catalyse, ces enzymes ont besoin d’utiliser un ose initialement activé et qui 

est lié à une molécule d’uridine diphosphate.  

La réaction d’acétylation catalysée par les N-acétyltransférases (NATs, EC 2.3.1.5) est aussi un 

mécanisme impliqué dans la détoxication. En effet, il a été montré que la présence du gène codant 

pour la protéine NAT2 chez Podospora anserina était requise pour la survie de ce champignon quand 

celui-ci se trouve en présence de 3,4-dichloroaniline, un herbicide retrouvé dans des sols contaminés 

(Silar et al., 2011). De plus, des mesures d’activité enzymatique des NATs issues de Fusarium sp et 

d’Aspergillus sp envers différents substrats ont montré que celles-ci catalysaient des réactions 

d’acétylation vis-à-vis de composés arylamines et arylhydrazines comme par exemple le 2-

aminophénol et le 3,4-dichloroaniline (Karagianni et al., 2015). 

Malgré la difficulté à détecter la présence de molécules conjuguées à une (ou des) molécule(s) de 

sulfate, il est possible que la réaction de sulfatation via l’action des sulfotransférases, fasse partie de la 

seconde étape de conjugaison (Walle, 2004). 

Par ailleurs, il a été montré que dans certaines voies de détoxication vis-à-vis de composés 

phénoliques, une double étape de conjugaison peut se produire. En effet, c’est chez la plante modèle 

Arabidopsis thaliana, que des chercheurs ont pu observer que des composés sous forme glycosylée 

pouvaient subir une réaction de malonylation par l’intermédiaire de AtPMaT1, une malonyltransférase 

(EC 2.3.1) (Taguchi et al., 2010). Le fait de greffer une molécule de malonate sur le groupement 

glycosidique du composé à détoxiquer permettrait un transport plus efficace du composé toxique du 

cytosol à destination de la vacuole.  
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La réaction de glutathionylation correspondant à l’ajout d’une molécule de glutathion sur une 

molécule électrophile est permise par l’action des glutathion transférases (GSTs, EC 2.5.1.18). La 

famille multigénique des GSTs sera décrite plus en détails dans le chapitre suivant. 

 

5.4. La phase III d’excrétion et/ou de séquestration 

Enfin, lors de la phase III, le composé conjugué peut être soit excrété en dehors de la cellule, soit 

stocké dans la vacuole.  

Lors de cette dernière phase, deux principales familles de transporteurs interviennent : les ATP 

Binding Cassette (ABC) et les Major Facilitator Superfamily (MFS).  

Les transporteurs ABC utilisent l’ATP comme source d’énergie pour réaliser le transport, alors que les 

MFS utilisent l’énergie générée par l’import d’un proton pour effectuer l’export d’un composé 

(Morschhäuser, 2010). Ces deux familles contribuent à la résistance face à une diversité de composés 

toxiques tels que les composés azolés, les macrolides, certains alcaloïdes et des dérivés d’acriflavines 

(Gulshan, Moye-Rowley, 2007 ; Grkovic et al., 2002).  

Dans le règne fongique, les transporteurs ABC ont d’abord été étudiés chez la levure (S. cerevisiae ; 

Gulshan, Moye-Rowley, 2007). Chez cet organisme, la famille des ABC est composée de cinq classes 

: la classe PDR (pleiotropic drug resistance), MDR (multridrug resistance), MRP (multidrug 

resistance-associated protein), RLI (RNase L inhibitor) / ALDP (adrenoleukodystrophy protein) et 

YEF3 (yeast elongation factor EF-3 ; Lamping et al., 2010). Certains de ces transporteurs ATP-

dépendants, sont capables d’excréter des composés glutathionylés (provenant de la phase de 

conjugaison), en dehors de la cellule (Keppler, 1999).  

A l’aide de la microscopie électrochimique à balayage, il a été possible d’observer la phase III 

d’excrétion lorsque des cellules de S. cerevisiae sont incubées en présence de ménadione (un composé 

toxique). Dans la levure, la ménadione est conjuguée à une molécule de glutathion (ce qui va former 

de la thiodone) et c’est la forme conjuguée qui va être excrétée en dehors de la cellule par 

l’intermédiaire des MPRs. A cet égard, Mauzeroll et Bard sont parvenus à quantifier et à estimer 

l’efflux de thiodone excrétée. En effet, à l’échelle d’une cellule de levure, environ 30 000 molécules 

de thiodone seraient excrétées par seconde (Mauzeroll, Bard, 2004).  
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Chapitre III : Les glutathion transférases : une famille multigénique aux fonctions 

diverses 

1. Le glutathion 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide, c’est-à-dire une molécule composée de trois acides aminés qui 

sont : le glutamate, la cystéine et la glycine (Figure n°27).  

Figure n°27 : Structure et composition de glutathion. 

Le glutathion est synthétisé en deux étapes. A partir d’un glutamate, il y a l’ajout d’une cystéine par 

l’intermédiaire de la γ-glutamyltranspeptidase qui est dépendante d’une molécule d’adénosine 

triphosphate (ATP). A la suite de la formation du résidu γ-glutamylcystéine, une glycine va être 

ajoutée sous l’action de la glutathion synthétase (elle aussi dépendante d’une molécule d’ATP) pour 

donner une molécule de glutathion (Pócsi et al., 2004). Dans la cellule, le GSH est présent sous deux 

formes : réduite (GSH où le soufre de la cystéine est sous forme thiol, SH sur la figure n°27) ou 

oxydée (dimère lié par une liaison disulfide entre les deux atomes de soufre, GSSG). Le rapport entre 

la forme réduite et la forme oxydée (GSH/GSSG) est utilisé comme un indicateur du stress oxydatif 

cellulaire. Lors d’un stress oxydatif, l’homéostasie rédox de la cellule est impacté et la concentration 

en GSSG est susceptible d’augmenter provoquant la diminution du ratio (pouvant passer de 100 à 10 ; 

Pastore et al., 2003). Les rôles du glutathion dans la cellule sont divers. En effet, le tripeptide joue le 

rôle d’agent antioxydant impliqué dans la défense des cellules en intervenant dans la détoxication de 

radicaux libres et de composés xénobiotiques ainsi que dans la signalisation cellulaire par 

l’intermédaire de modifications post-traductionnelles via la réaction de glutathionylation (Pastore et 

al., 2003 ; Zhang, Forman, 2012).  

 

2. Les glutathion transférases (GSTs)  

2.1. Découvertes des GSTs 

Les glutathion transférases (GSTs) sont une famille d’enzymes présente dans la majorité des 

organismes vivants. Le caractère ubiquitaire des GSTs suggère que c’est une famille ancestrale. 

Comme mentionné à la fin du second chapitre, les GSTs agissent au sein du système de détoxication et 

interviennent dans la phase II de conjugaison. En effet, les GSTs ont été découvertes pour leur aptitude 

à conjuguer une molécule de glutathion avec un substrat électrophile. Cette réaction se nomme la 

glutathionylation.  

γ-glutamyl cystényl glycine
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Les composés glutahionylés produits à la suite de cette réaction sont moins toxiques et plus solubles ce 

qui facilite leur stockage dans un compartiment cellulaire ou leur excrétion en dehors de la cellule. Ce 

sont d’abord les GSTs de mammifères qui furent étudiées dans les années 1960s (Booth et al., 1961). 

Chez ces organismes, l’activité des GSTs dans la détoxication de composés exogènes (drogues 

thérapeutiques) a été mesurée dans différents organes (majoritairement dans des reins et des foies de 

patients; Sherman et al., 1983 ; Singh et al., 1987). Chez les plantes, l’étude des GSTs a débuté dans 

les années 1980s. Ce sont surtout les GSTs de plantes céréalières qui ont été étudiées pour leurs 

capacités à détoxiquer des herbicides. L’un des premiers herbicides glutathionylés découvert est celui 

de l’atrazine sous l’action d’une GST de maïs (Shimabukuro et al., 1971). C’est bien plus tardivement 

que les GSTs fongiques furent ensuite étudiées (vers la fin des années 1990s). 

 

2.2. Structure des GSTs 

Les GSTs correspondent à des protéines dont la masse moléculaire du monomère peut varier de 25 à 

30 kDa et le nombre d’acides aminés dans la séquence est compris entre 200 et 250 (Frova, 2006 ; 

Board, Menon, 2013). L’état d’oligomérisation des GSTs est majoritairement dimérique mais il existe 

des GSTs sous forme monomérique. Néanmoins, certaines GSTs adoptant un autre état 

d’oligomérisation ont été décrites. C’est le cas par exemple de la GST TDR1 issue du parasite 

Leishmania major. La caractérisation structurale a révélé que TDR1 adopte une forme trimérique et 

présente une masse moléculaire de 150 kDa (Fyfe et al., 2012).  

 

2.2.1.  Le monomère et le site actif 

Chaque monomère comprend deux domaines. Le domaine N-terminal qui est conservé, présente un 

repliement de type thiorédoxine (TRX) dont l’enchaînement des feuillets β et des hélices α est le 

suivant : βαβαββα. Ce repliement est également observé dans d’autres familles d’enzymes (telles que 

les glutarédoxines et les glutathion peroxydases) appartenant à la superfamille des thiorédoxines. De 

plus, ce domaine contient aussi un site responsable de la fixation du glutathion nommé le site G 

(Figure n°28). En revanche, le domaine C-terminal est entièrement composé d’un enchaînement 

d’hélices α (entre 4 et 7), il est d’ailleurs nommé le domaine hélicoïdal. Ce domaine est de nature 

hydrophobe et il contient un site H qui est composé de résidus apolaires (Board, Menon, 2013). 

Ensemble, le site G (permettant de fixer le glutathion) et le site H (permettant de fixer des substrats et 

des ligands hydrophobes) forment le site actif (Mannervik, Danielson, 1988 ; Oakley et al., 1999). Les 

deux sites seront décrits brièvement dans la suite de cette section. 
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Figure n°28 : Structure typique du monomère d’une GST (issue de Cummins et al., 2011). Le 

composé fixé dans le site G est une molécule d’hexyle de glutathion. 

 

Tout d’abord, le site G est contenu dans le repliement de type TRX. Par des analyses structurales, il a 

été possible d’identifier à l’intérieur de ce repliement, une région conservée qui permet la 

reconnaissance du glutathion. Cette région correspond à la succession de deux feuillets β3 et β4 suivis 

d’une hélice α3 (Armstrong, 1997). La majorité des résidus impliqués dans le site G proviennent du 

domaine N-terminal. Toutefois, pour certaines GSTs, quelques résidus du domaine C-terminal peuvent 

être aussi impliqués dans la formation du site G (Board, Menon, 2013). En général, les résidus 

contribuant à la formation du site G sont conservés parmi les GSTs (Board, Menon, 2013). 

Malgré cette conservation, il apparait que le résidu impliqué dans les réactions catalytiques peut varier 

entre les différentes classes de GSTs. Sur l’ensemble des classes de GSTs, certaines possèdent une 

cystéine (par exemple les classes Lambda, DHARs, Omega, Xi), d’autres possèdent une sérine (par 

exemple les classes Phi, Delta, Theta, Zeta, Tau) et enfin d’autres contiennent une tyrosine (par 

exemple les classes Alpha, Mu, Pi ; Figure n°29B). D’un point de vue structural, ces trois résidus sont 

généralement localisés au début de l’hélice α1. L’ensemble des analyses structurales a permis de 

mieux comprendre l’orientation de ces résidus et leur proximité avec le glutathion (Figure n°29C). Par 

exemple, dans le cas d’une tyrosine, le groupement hydroxyle situé à l’extrémité du cycle aromatique 

est à proximité du groupement thiol appartenant au glutathion (Armstrong, 1997). Pour ce qui 

concerne la sérine, son groupement hydroxyle lui permet d’interagir avec le soufre de la cystéine du 

glutathion (Deponte, 2013). Enfin, dans le cas d’une GST ayant une cystéine dans le site actif, cet 

acide aminé est susceptible de former une liaison disulfide avec le glutathion. 

Domaine 

thiorédoxine

Site G

Site H

Domaine hélicoïdal
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Figure n°29 : (A) Variabilité structurale du monomère chez certaines classes de GSTs. Le domaine 

thiorédoxine est à gauche tandis que le domaine hélicoïdal est à droite. Différents composés 

glutathionylés fixés au site G sont représentés (issue de Armstrong, 1997). (B) Superposition 

structurale de la tyrosine catalytique pour 20 GSTs (Tyr-GSTs), de la sérine catalytique pour 14 GSTs 

(Ser-GSTs) et de la cystéine catalytique pour 8 GSTs (Cys-GSTs ; issue de Bocedi et al., 2013). (C) 

Orientation des 3 résidus catalytiques majeurs par rapport au glutathion : la chaine bleue porte une 

cystéine (dont le soufre est représenté en jaune), la chaîne verte porte une sérine (dont le groupe 

hydroxyle est représentée en rouge) et enfin la chaîne rouge porte une tyrosine (dont le cycle 

aromatique est représenté en gris avec en son extrémité le groupement hydroxyle coloré en rouge ; 

issue de Bocedi et al., 2013). 

 

Concernant le site H, celui-ci est essentiellement composé de résidus appartenant au domaine C-

terminal. Contrairement à ceux impliqués dans la formation du site G, les résidus du site H varient 

d’une GST à l’autre. De nombreuses études considèrent que ces résidus ne sont pas conservés parmi 

les GSTs (Frova, 2006 ; Board, Menon, 2013 ; Cummins et al., 2011a). La variabilité de ces résidus 

cause une diversité de structure du site H entre GSTs (Figure n°29A). Cette diversité a pour 

conséquence une hétérogénéité de substrats reconnus par ces enzymes (Board, Menon, 2013 ; 

Deponte, 2013). 

 

2.2.2.  Le dimère 

A l’état dimérique, il existe aussi un troisième site, le site L, qui permet la fixation de ligands (Oakley, 

2011). L’utilisation de ce site ne serait pas à des fins catalytiques et selon la classe de GSTs, le site L 

n’est pas systématiquement présent. De plus, la localisation du site L est variable. D’abord, ce site est 

connu pour être présent à l’interface du dimère (Figure n°30 ; McTigue et al., 1995 ; Brock et al., 

2013).  
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D’autre part, un autre site de fixation de ligands pourrait être présent dans le site actif, soit à l’intérieur 

du site H (Oakley et al., 1999) ou soit à proximité du site G (Mathieu et al., 2012). Dans le cas d’un 

site L présent dans le site H, deux sites responsables de la fixation de ligands peuvent être présents par 

dimère.  

Figure n°30 : (A) Structure tridimensionnelle typique d’une GST à l’état dimérique avec en orange le 

site L présent à l’interface de dimérisation (issue de Board, Menon, 2013). (B) Structure 

tridimensionnelle d’une GSTs de Schistosoma japonica (SjGST) contenant dans son interface de 

dimérisation une molécule de praziquantel. Deux conformations de praziquantel (molécule 

anthelminthique) sont possibles pour la fixation de cette molécule dans le site L de SjGST. Les deux 

monomères sont colorés en jaune et en bleu (issue de McTigue et al., 1995).  

 

2.3. Fonctions catalytiques des GSTs 

Outre l’activité de glutathionylation, les GSTs ont aussi des activités peroxydase, isomérase et de 

déglutathionylation. Pour toutes ces réactions, les GSTs utilisent le glutathion. Les mécanismes mis en 

jeu pour permettre ces différentes activités seront volontairement décrits de façon succincte.  

 

2.3.1.  L’activité de glutathionylation 

Les GSTs sont des enzymes capables de catalyser des réactions de glutathionylation, ce qui signifie 

qu’elles peuvent greffer une molécule de glutathion sur un composé électrophile. Le composé 

électrophile peut être de nature chimique variée ce qui inclut les composés aromatiques, aliphatiques 

ou hétérocycliques (Figure n°31A ; Deponte, 2013). Pour permettre cette activité, les GSTs doivent 

d’abord fixer une molécule de glutathion dans le site G.  

Site L
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De plus, plusieurs résidus comme par exemple l’asparagine, la cystéine, la sérine et la tyrosine vont 

abaisser le pKa de la cystéine du glutathion (Deponte, 2013 ; Board, Menon, 2013). Initialement, ce 

pKa est d’environ de 9 et il va être abaisser à environ 6.5. Dans la cellule, le pH intracellulaire est 

généralement neutre. Ainsi, à ce pH, l’abaissement du pKa à une valeur de 6.5 va favoriser la 

déprotonation du groupement thiol et donc la formation d’un groupement thiolate nucléophile. C’est 

sous cette forme que le glutathion va effectuer une attaque nucléophile sur un substrat électrophile 

proche.  

Il existe deux types d’attaque nucléophile : soit par substitution (par exemple sur un atome de chlore ; 

Figure n°31B), soit par réduction d’un composé accepteur d’électrons via l’addition de Michael 

(Figure n°31C ; Deponte, 2013).  

Figure n°31 : (A) Vue d’ensemble de la réaction de glutathionylation catalysée par les GSTs. (GSH : 

glutathion, GSR : produit glutathionylé, R : substrat électrophile ; issue de Deponte et al., 2012). (B) 

Substitution de l’atome de chlore du CDNB en GS-DNB. (C) Réduction d’une molécule de glutathion 

sur l’acide éthacrynique (proposée par Deponte, 2013). (D) Autres composés accepteurs de Michael.  

 

2.3.2.  L’activité peroxydase 

Les GSTs ont aussi une activité de type peroxydase, elles sont en effet capables de réduire le 

groupement peroxyde de certains composés. Lors de cette réaction, le glutathion déprotoné et fixé 

dans le site G va réduire et cliver le groupement peroxyde.  
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De plus, cette réduction du peroxyde va entrainer l’oxydation de l’atome de soufre par la formation 

d’un groupement sulfénique. En présence d’un groupement sulfénique, le glutathion est instable et 

plusieurs possibilités existent pour le réduire (par une seconde molécule de glutathion réduit, par 

exemple). Cependant, ces mécanismes ne sont pas clairement identifiés. Au cours de cette réaction, 

une molécule de glutathion oxydée (sous forme de dimère covalent) et le produit de la réaction portant 

un groupement alcool sont générés (Figure n°32).  

Figure n°32 : (A) Vue générale de l’activité peroxydase effectuée par les GSTs. Différents composés 

ayant un groupement peroxyde (ROOH) peuvent être testés comme des substrats de GSTs.  (B) 

Mécanisme de l’activité peroxydase des GSTs effectuée par les GSTs. (GSH : glutathion réduit, GSSG 

: glutathion oxydé, HOR : produit ayant un groupement alcool ; issue de Deponte et al., 2013). 

 

2.3.3.  L’activité isomérase 

Certaines enzymes appartenant à la classe Zeta, sont capables de catalyser des réactions de type 

isomérase. En effet, les GSTZs sont aussi appelées les maleylacétoacétate isomérases car elles peuvent 

transformer le 4-maleylacétoacétate et le maléylpyruvate pour former respectivement du 

fumarylacétoacétate et du fumarylpyruvate (exemple du maléylpyruvate dans la Figure n°33A; 

Sheehan et al., 2001). En catalysant ces réactions, les GSTZs jouent un rôle important dans le 

catabolisme des tyrosines et des phénylalanines (Deponte, 2013). Si les réactions d’isomérisations des 

GSTZs ne sont pas clairement identifiées (Board et al., 2003 ; Marsh et al., 2008), un modèle a été 

néanmoins proposé.  

Hydroperoxyde de tert-butyle (tBOOH)

Hydroperoxyde de cumène (CuOOH)
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Dans ce modèle, l’un des résidus des GSTZs (généralement une histidine, une thréonine ou une sérine) 

abaisse le pKa du soufre de la cystéine du glutathion permettant à ce dernier d’effectuer une attaque 

nucléophile sur le carbone à la position 2 du substrat (Figure n°33B). Puis, la liaison double entre les 

carbones aux positions 2 et 3 devient une liaison simple (Figure n°33C). Cette liaison va pouvoir 

effectuer une rotation de 180° modifiant ainsi la configuration : passant de la configuration cis à trans 

(Figure n°33D). Ensuite l’adduit de glutathion est retiré formant ainsi la molécule de fumarylpyruvate 

(Figure n°33E). 

Figure n°33 : Réaction d’isomérisation de la configuration cis à trans catalysée par les GSTZs (issue 

de Marsh et al., 2008). 

 

2.3.4.  L’activité de déglutathionylation  

L’activité de déglutathionylation désigne la capacité des GSTs à retirer le groupement glutathionylé 

d’un substrat conjugué. Généralement, l’activité de déglutathionylation est permise par l’action d’une 

cystéine catalytique qui va attaquer l’adduit de glutathion d’une molécule ce qui va avoir pour 

conséquence la formation d’une liaison disulfide entre le soufre de la cystéine de la protéine et le 

soufre de la cystéine du glutathion. Par la suite, une seconde molécule de glutathion va réduire le pont 

disulfure, libérant la cystéine de la protéine et donc la rendant à nouveau fonctionnelle pour effectuer 

un nouveau cycle catalytique (Figure n°34). Toutefois, la présence de la cystéine n’est pas toujours 

requise car des exceptions existent. Par exemple, il a été montré qu’une GST possédant une asparagine 

dans son site actif, catalysait aussi la réaction de déglutathionylation (Roret et al., 2015).   
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Figure n°34 : (A) Réaction de déglutathionylation. (B) Exemples de substrats de GSTs à cystéine 

catalytique. 

 

2.4. Classification générale des GSTs  

Il existe différents types de GSTs : les GSTs mitochondriales (les Kappa), les GSTs microsomales (les 

MAPEGs) et les GSTs solubles. Les deux premiers types de GSTs seront brièvement décrits. 

2.4.1.  Les GSTs mitochondriales (les GSTs Kappa) 

Les GSTs mitochondriales ou également appelées, les GST Kappa (GSTK), sont codées par très peu 

de gènes. Par exemple, seulement un gène code une GSTK chez les mammifères (Frova, 2006). Ce 

sont des enzymes capables de catalyser des réactions de glutathionylation et qui possèdent également 

une activité de type peroxydase (Hayes et al., 2005). L’une des classes de GSTs mitochondriales, la 

classe des métaxines, correspond à des protéines situées dans la membrane externe des mitochondries. 

Cette classe est retrouvée aussi bien chez les plantes que chez les champignons. Chez la plante modèle 

Arabidopsis thaliana, une étude a proposé qu’une métaxine pourrait être impliquée dans l’import de 

protéines (Lister et al., 2007). Chez les organismes fongiques, les GSTs mitochondriales ont été 

relativement peu étudiées (Sheehan et al., 2001). 
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2.4.2.  Les GSTs microsomales (MAPEGs) 

Les GSTs microsomales, plus généralement appelées les MAPEG, sont présentes dans tout le domaine 

du vivant. Le terme MAPEG correspond aux protéines associées aux membranes et qui sont 

impliquées dans le métabolisme de l’éicosanoïde. Les éicosanoïdes sont des petites molécules qui 

agissent comme des hormones et qui sont impliquées dans plusieurs processus physiologiques. Les 

éicosanoïdes regroupent plusieurs molécules : les prostaglandines, les lipoxines et les leucotriènes. A 

partir de l’acide arachidonique, les MAPEGs participent à la synthèse des eicosanoïdes (Hayes et al., 

2005). Pour cela, les MAPEGs sont capables de catalyser différentes réactions : la glutathionylation, la 

réduction des groupements hydroperoxydes et l’isomérisation (Bresell et al., 2005 ; Dixon, Edwards, 

2010a). Dans le cas des MAPEGs qui interagissent avec les leucotriènes, ces enzymes effectuent des 

réactions de type peroxydase (Dixon, Edwards, 2010a). Afin de contribuer à la synthèse des 

différentes molécules appartenant aux éicosanoïdes, les MAPEGs sont divisées en plusieurs classes : 

les GSTs microsomales de type 1 (MGST1), de type 2 (MGST2), de type 3 (MGST3), les 

microsomales prostaglandines E-synthétases (mPGES), les leucotriènes C4 synthétase (LTC4) et les 

protéines activant la 5-lipoxygénase (FLAP pour « 5-lipoxygenase-activating protein » ; Bresell et al., 

2005). En fonction de la classe de MAPEGs, ces protéines peuvent être actives selon différents états 

d’oligomérisation : monomérique, homodimérique, hétérodimérique, homotrimérique et 

hétérotrimérique (Frova, 2006). Les MAPEGs sont aussi présentes chez les organismes fongiques, 

cependant très peu d’études existent à l’heure actuelle (Bresell et al., 2005).  

2.4.3.  Les GSTs solubles 

Anciennement appelées GSTs cytosoliques, les GSTs solubles sont beaucoup plus representées que les 

GSTs mitochondriales et microsomales car un nombre plus important de gènes code pour ces 

enzymes. Les GSTs solubles peuvent avoir différentes localisations subcellulaires : cytosoliques, 

plastidiales, mitochondriales (dans la matrice) ou peroxysomales.  

Les GSTs solubles sont divisées en plusieurs classes dont les caractéristiques (telles que la localisation 

subcellulaire, l’état d’oligomérisation et les résidus constituant le site actif) sont variées. La 

classification des GSTs solubles repose sur le pourcentage d’identité de séquences peptidiques entre 

deux protéines. Si ce pourcentage d’identité est supérieur à 40% alors les deux séquences 

appartiennent à la même classe. De plus, si deux séquences font partie de deux classes distinctes, alors 

le pourcentage d’identité de séquence doit être inférieur à 20% (Hayes et al., 2005 ; Morel et al., 

2013). Dans le but d’harmoniser la classification des GSTs, une nomenclature est généralement 

appliquée. Dans cette nomenclature, les noms données aux classes de GSTs correspondent à une lettre 

grecque (par exemple : Omega, Lambda, Phi, Epsilon, etc. ; Mannervik et al., 1992, 2005).  
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Tableau n°4 : Liste des principales classes de GSTs chez les êtres vivants. 
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Chez les classes de GSTs de type soluble, certaines GSTs sont spécifiques à une catégorie 

d’organismes (Tableau n°4). Par exemple, la classe Beta est uniquement retrouvée chez les bactéries, 

la classe Tau est spécifique des plantes et les classes Epsilon et Delta sont typiques des insectes 

(Tableau n°4).  

Chez les champignons, sept classes de GSTs ont été décrites jusqu’à présent : les classes GTT1, 

GTT2, Phi, Xi, GSTFuA, Ure2p et Omega. Certaines de ces classes sont aussi retrouvées dans d’autres 

organismes. Par exemple, la classe Phi est aussi présente chez les plantes, la classe Xi chez les plantes 

et les bactéries et la classe Omega chez les animaux.  

2.4.4.  Evolution des GSTs solubles 

Afin d’expliquer l’apparition des différents types et des différentes classes au sein des GSTs solubles, 

plusieurs études ont proposé un modèle évolutif (Armstrong, 1997 ; Hayes et al., 2005 ; Frova, 2006). 

Selon Frova, l’évolution des GSTs solubles s’est effectuée en 2 phases (phase I et phase II). Toutes les 

GSTs dériveraient d’un ancêtre commun qui serait une glutarédoxine (GRX). Les GRX sont des 

enzymes monomériques qui contiennent uniquement un domaine portant un repliement de type 

thiorédoxine (TRX, décrit dans la section « Le monomère et le site actif »).  

Tout d’abord, la phase I se caractériserait par l’ajout du domaine hélicoïdal. L’ajout de ce domaine 

aurait pu se réaliser de deux manières, soit à la suite du domaine N-terminal (TRX), soit dans le 

domaine TRX. Dans le premier cas (addition), les GSTs qui en résultent sont les GSTs solubles tandis 

que dans le second cas (insertion), ce sont les GSTs Kappa (Figure n°35A ; Frova, 2006). Par la suite 

les GSTs solubles et les GSTs Kappa auraient évolué de manière indépendante (Hayes et al., 2005).  

Puis, lors de la phase II, une étape de dimérisation se serait produite chez les GSTs solubles. A ce 

stade, les classes de GSTs qui en résultent seraient les classes Omega, Xi et Beta (Figure n°35B). 

Ensuite, deux processus de substitution se seraient successivement réalisés.  

Une première substitution aurait remplacé la cystéine catalytique (présent dans le site actif) par une 

sérine, ce qui aurait eu pour conséquence l’apparition de plusieurs classes comme par exemple les 

classes Theta, Phi, Zeta, Tau, Delta (Figure n°35B). Puis, une seconde substitution se serait réalisée 

afin de remplacer la sérine par une tyrosine (Figure n°35B). Cette seconde substitution serait à 

l’origine de la formation d’autres classes telles que celles des Sigma, Alpha, Mu et Pi (Figure n°35B).   

L’ensemble des deux substitutions successives serait à l’origine de la capacité des GSTs à catalyser 

des réactions de glutathionylation. Jusqu’à présent, très peu d’arguments ont été proposés pour 

expliquer les conséquences de la substitution de la sérine en tyrosine. En effet, cette mutation ne 

permet pas d’améliorer l’affinité entre la protéine et le glutathion. Cependant, il a été suggéré que le 

remplacement de la sérine par une tyrosine permettrait aux GSTs d’être impliquée dans la protection 

cellulaire face à un stress induit par l’oxyde nitrique (Bocedi et al., 2013).  



Introduction- Chapitre III 

 

88 

 

En effet, par comparaison avec des GSTs ayant une cystéine ou une sérine, Bocedi et collaborateurs 

ont montré que les GSTs à tyrosine présentaient les meilleures affinités pour se lier à une toxine 

intracellulaire particulière. La structure de cette toxine est composée de deux molécules de glutathion 

reliées entre leur atome de soufre à un atome de fer dinitrosylé. Une fois dans la cellule, cette toxine 

jouerait le rôle de donneuse d’oxyde nitrique (Bocedi et al., 2013). 

Figure n°35 : Evolution des GSTs solubles à partir d’un ancêtre de type glutarédoxine (modifiée de 

Frova, 2006). 

 

Cependant, ce modèle évolutif n’est pas tout à fait complet car il ne prend pas en compte toutes les 

classes de GSTs. A l’instar des classes de GSTs possédant l’un des trois résidus majoritaires (cystéine, 

sérine ou tyrosine), d’autres classes peuvent contenir un autre acide aminé. Par exemple, les GSTs de 

la classe Ure2p contiennent une arginine dans leur site actif (Tableau n°4).  

 

2.5. Les classes de GSTs solubles au sein du règne fongique 

Dans cette section, la phylogénie des classes de GSTs solubles de champignons ainsi que l’état actuel 

des connaissances sur ces classes seront exclusivement décrits.  

Grace aux progrès dans le domaine de la génomique via l’amélioration des techniques de séquençage, 

il a été possible d’estimer le nombre de gènes codant pour des GSTs chez les champignons. De façon 

intéressante, il a été observé que le nombre de gènes codant des GSTs était plus important chez les 

champignons saprophytes que les champignons pathogènes et symbiotiques (Figure n°36 ; (Morel et 

al., 2013).  
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Figure n°36 : Répartition du nombre de gènes par classe de GSTs en fonction du type trophique des 

champignons (issue de Morel et al., 2013). 

 

Le nombre élevé de GSTs chez les champignons saprophytes pourrait s’expliquer par l’extension de 

certaines classes spécifiques telles que les classes GSTFuA et Ure2p (Figure n°36 et Figure n°37). En 

effet, la plupart des champignons décomposeurs de bois possèdent entre 2 et 17 gènes codant pour des 

GSTFuA. En revanche, les champignons pathogènes possèdent peu de GSTFuA ; aucune chez 

Puccinia graminis et deux chez Alternaria brassicicola (Calmes et al., 2015 ; Mathieu et al., 2013). 

De plus, l’analyse phylogénétique a montré qu’il existait deux types d’Ure2p chez les champignons 

(Ure2pA et Ure2pB). Les Ure2pA sont très majoritairement retrouvées chez les champignons 

décomposeurs de bois, avec un nombre de séquences variant entre 3 et 14. En revanche, les Ure2pA 

sont très faiblement présentes chez les champignons pathogènes (entre 0 et 3 séquences). Les Ure2pB 

sont quant à elles, conservées dans la plupart des organismes fongiques avec un nombre de séquences 

compris entre 1 et 6 (Thuillier et al., 2011a ; Calmes et al., 2015).   

De plus, une corrélation basée sur le nombre de gènes codant pour des GSTs et celui pour des 

CYP450s a été observée suggérant l’existence d’un lien fonctionnel étroit entre les enzymes des 

phases I et II du système de détoxication (Morel et al., 2013). D’autre part, chez le champignon 

décomposeur Phanerochaete carnosa, il a été démontré que l’expression de ses gènes codant pour 

certaines GSTs et certaines CYP450s était induite dans des conditions similaires (par exemple lorsque 

le champignon se développe sur du bois provenant de différentes espèces : sapin, pin, épicéa, érable ; 

(MacDonald et al., 2011 ; Morel et al., 2013). La famille des CYP450s étant elle aussi étendue, 

l’extension de ces deux familles pourrait s’expliquer par l’adaptation des champignons décomposeurs 

à leur environnement. 
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Figure n°37 : Arbre phylogénétique de séquences de GSTs à partir des génomes séquencés de 

champignons appartenant à l’ordre des Basidiomycètes. Les séquences ont été récupérées à partir du 

site du Joint Genome Institute, puis alignées via le programme CLUSTALW et l’arbre fut construit en 

utilisant le logiciel MEGA (issue de Morel et al., 2013). 

 

Dans la suite de cette partie, les fonctions découvertes à propos des sept classes de GSTs solubles chez 

les champignons seront décrites.  
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2.5.1.  La classe des GTT1 

La classe des GTT1 (pour GlutaThion Transférase) fut découverte en premier lieu chez la levure. En 

utilisant la bactérie Escherichia coli comme système de production, Choi et collaborateurs ont produit 

et purifié une GTT1 de Saccharomyces cerevisiae (ScGTT1). Les mêmes auteurs ont montré que 

ScGTT1 possède une activité de glutathionylation envers le CDNB (Choi et al., 1998). Puis, le rôle de 

ScGTT1 lors d’un stress oxydatif a été étudié. Pour cela, différents marqueurs de ce stress incluant : la 

vitesse de croissance, les taux de protéines carbonylées et de peroxydation des lipides et l’activité de la 

glucose 6-phosphate deshydrogénase (G6PDH), intervenant dans la voie des pentoses phosphates, ont 

été mesurés. Ces marqueurs ont été comparés entre une souche sauvage de levure (BY4741) et une 

souche mutante qui ne peut synthétiser la protéine ScGTT1 (gtt1Δ) lorsqu’elles sont incubées ou non 

en présence de peroxyde d’hydrogène (Mariani et al., 2008). 

Que ce soit chez la souche sauvage ou chez la souche mutante, exposées ou non à du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2), les taux de croissance sont similaires, indiquant que l’absence de ScGTT1 

n’influence pas la vitesse de croissance. En revanche, le taux de peroxydation des lipides est plus 

important chez la souche gtt1Δ que chez la souche sauvage après 2h d’incubation avec du H2O2. De 

plus, le pourcentage de protéines carbonylées est lui aussi plus important chez la souche mutante après 

24h d’incubation en présence de H2O2 (45% par rapport à 0%). D’autre part, l’activité de la G6PDH 

est fortement réduite après 24h d’incubation pour la souche mutante. La conséquence de la réduction 

de l’activité de la G6PDH est la diminution de la production de la nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate (NADPH). Le NADPH étant le cofacteur essentiel de la glutathion réductase, il participe à 

la protection de la cellule vis-à-vis du stress oxydant. L’ensemble de ces résultats suggère que 

ScGTT1 jouerait un rôle dans la réponse à un stress oxydatif (Mariani et al., 2008). 

 

2.5.2.  La classe des GTT2 

Au même titre que la classe des GTT1, celle des GTT2 fut aussi découverte chez la levure (ScGTT2 ; 

Choi et al., 1998). La protéine recombinante (également produite et purifiée à partir d’E. coli) 

ScGTT2, possède une activité de glutathionylation. Le pourcentage d’identité de séquence ScGTT1 et 

ScGTT2 est de 11% ce qui indique que ces deux protéines n’appartiennent pas à la même classe (voir 

section « Les GSTs solubles »). Après avoir été caractérisé d’un point de vue biochimique, le rôle 

physiologique de ScGTT2 dans les processus de détoxication envers la ménadione a été étudié. La 

ménadione est un composé toxique qui peut agir de deux manières : soit comme un oxydant ou soit 

comme un composé électrophile. Ce composé peut diffuser dans la cellule et en milieu intracellulaire, 

il est rapidement conjugué à une molécule de glutathion (formant la thiodone, MENSG). Cette forme 

conjuguée peut être excrétée en dehors de la cellule (voir section « La phase III : excrétion et/ou 

séquestration »).  
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Lorsque la levure est exposée à une concentration de 500 µM de ménadione, le gène codant pour 

ScGTT2 est surexprimé ce qui indique que ScGTT2 serait impliquée dans la réponse au stress initié 

par la ménadione (Castro et al., 2007). De plus, l’analyse phénotypique d’une souche mutante de S. 

cerevisiae (gtt2Δ), déficiente dans la synthèse de ScGTT2, a montré l’importance de la protéine dans 

la réponse au stress induit par la ménadione. En effet, lorsque la souche gtt2Δ est ensemencée sur un 

milieu riche en glucose et contenant une forte concentration de ménadione (20 mM), aucune colonie 

ne se développe au bout de 72 h d’incubation à 28°C (Castro et al., 2007). La structure 

tridimensionnelle de ScGTT2 a été élucidée et il apparaît que cette protéine est homodimérique. De 

façon intéressante, cette protéine ne présente aucun des trois acides aminés majeurs retrouvés dans le 

site actif des GSTs (cysténe, sérine et tyrosine) mais possède à la place une glycine (Ma et al., 2009). 

Chez le champignon décomposeur P. chrysosporium, l’expression du gène codant pour la protéine 

PcGTT2.1 a aussi été étudiée. En effet, lorsque P.chrysosporium se développe sur un milieu minimum 

en présence d’extraits de bois de chêne, l’analyse transcriptomique a montré que le gène codant 

PcGTT2.1 était surexprimé (Thuillier et al., 2014b). De plus, la caractérisation biochimique menée sur 

cette protéine a permis de montrer sa capacité à catalyser des réactions de type peroxydase vis-à-vis de 

certains substrats tels que l’hydroperoxyde de tert-butyle (tBOOH), l’hydroperoxyde de cumène 

(CuOOH) mais pas avec le peroxyde d’hydrogène. Jusqu’à présent, il existe relativement peu d’études 

visant à démontrer le rôle biologique des GSTs de la classe GTT2.  

 

2.5.3.  La classe Phi (GSTFs) 

La classe Phi est présente chez les végétaux, les champignons, les bactéries et les protistes 

(Munyampundu et al., 2016). Cette classe a essentiellement été étudiée chez les organismes végétaux, 

en particulier par des approches structurales et biochimiques. Les GSTFs sont des enzymes actives 

sous forme homodimérique, possédant une sérine catalytique leur permettant de catalyser des réactions 

de glutathionylation et de réduction des hydroperoxydes (Pégeot et al., 2014). L’activité de 

glutathionylation a pu être mise en évidence sur des herbicides renforçant l’hypothèse selon laquelle 

ces protéines auraient un rôle dans les processus de détoxication (Cho, Kong, 2007).  

Certaines isoformes de GSTFs interagissent avec des métabolites secondaires (Dixon et al., 2010) : 

comme l’indole-3-aldéhyde (Dixon et al., 2011a), les anthocyanes, afin de participer à leur stockage 

dans la vacuole (Kitamura et al., 2004a), l’indole-3-acétonitrile, qui est conjugué à une molécule de 

glutathion pour permettre la production d’un glucosinolate : la camalexine (Geu-Flores et al., 2011) et 

aussi avec les flavonoïdes (avec l’exemple de la quercétine sous forme glycone et aglycone ; (Ahmad 

et al., 2017).  
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En comparaison avec les plantes, la classe Phi dans le règne fongique a été beaucoup moins étudiée. 

Néanmoins, l’une des premières caractérisations de GSTs de la classe Phi remonte à la fin des années 

1990s. A partir de cultures du champignon décomposeur Phanerochaete chrysosporium sur un milieu 

riche en nutriments, Dowd et collaborateurs ont purifié une GST (PcGST1 ; Dowd et al., 1997). 

L’utilisation de substrats traditionnels de GSTs a permis de constater que cette protéine catalyse des 

réactions de glutathionylation. Néanmoins, au cours de cette étude, Dowd et collaborateurs ne sont pas 

parvenus à classer cette GST. Il apparaît que les premiers acides aminés séquencés du domaine N-

terminal de PcGST1 (obtenus par la dégradation d’Edman dans l’étude de Dowd et collaborateurs) 

concordent avec ceux d’une protéine (Prot ID : 2971755, disponible sur le site du Joint Genome 

Institute). De plus, par mesure du pourcentage d’identité de séquence de cette protéine (2971755) avec 

une autre GSTF, il a été possible de classer cette protéine dans la classe Phi (Figure n°38). Jusqu’à 

présent, la classe Phi a été très peu étudiée chez les organismes fongiques, le (ou les) rôle(s) de ces 

enzymes reste(nt) à découvrir. 

Figure n°38 : (A) Séquençage des premiers résidus du domaine N-terminal après la dégradation 

d’Edman de GST 1 (issue de Dowd et al., 1997). (B) Séquence complète de PcGST1 dont l’identifiant 

est 2971755 disponible sur le site du Joint Genome Institute (nom et version du génome : 

« Phanerochaete chrysosporium RP-78 v2.2 »). 

 

2.5.4.  La classe Xi (GSTXs)  

Anciennement qualifiée GHRs (pour glutathionyl-hydroquinones réductases), la classe Xi est présente 

chez les bactéries, les plantes et les champignons (Belchik, Xun, 2011). C’est chez la bactérie 

Sphingobium chlorophenolicum, que la première GSTXi (PcpF) a été étudiée. La caractérisation 

biochimique et fonctionnelle de la protéine PcpF a mis en évidence que celle-ci était impliquée dans 

les processus de dégradation du pentachlorophénol (Huang et al., 2008). Le pentachlorophénol est une 

molécule antifongique qui a été utilisée par l’Homme pour le traitement des eaux usées et pour la 

protection du bois de construction.  

Une autre classe de GSTs différente des GSTXs, retrouvée également chez les bactéries, est aussi 

impliquée dans la dégradation du pentachlorophénol, il s’agit des tétrachlorohydroquinone 

déshalogénases (TCHQDs ;  McCarthy et al., 1997).  

MPcGST1

>jgi|Phchr2|2971755

MVLKLYGNPMSTCTKRVATVLHEKGVPFELVSVDFAKGEHKSAAFVAHQPFGQVPYIDDDGFVLFESRAI
ARYIALKYRAQGTPLVPDPADLRATALFEQAVSIENSNFDVYASGLAAEKVFKPMRGGTTNQAHVEFLAA

TLDAKLDGYERILSKQKYLAGDEITLADLFHLPYGAMLKQLDYNYLEDAAKRPNVARWWKDITSRPSWQ

AVKDKVQ*

A

B
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Plus précisément, les TCHQDs agissent sur un intermédiaire de la voie de dégradation des 

pentachlorophénols : le tétrachloro-1,4-hydroquinone (TCHQ). Le cycle catalytique des TCHQDs est 

composé d’une dualité d’activité de glutathionylation et de déglutathionylation nécessitant deux 

molécules de glutathion. D’abord, une première molécule de glutathion est conjuguée au TCHQ et 

substitue un atome de chlore. Puis, l’adduit de glutathion est retiré par la TCHQD par l’intermédiaire 

d’une cystéine conservée. Ensuite, une seconde molécule de glutathion libère la première molécule du 

glutathion liée à la cystéine, permettant ainsi de recycler l’enzyme (Figure n°39 ; McCarthy et al., 

1996). Chez les champignons, l’analyse des génomes a révélé l’absence de gènes codant pour cette 

classe. Pourtant, il a été démontré que des extraits protéiques provenant de cultures de P. 

chrysosporium incubés en présence de glutathion pouvaient dégrader le TCHQ (Reddy, Gold, 1999).  

Figure n°39 : Cycle catalytique des TCHQDs vis-à-vis du tétrachloro-1,4-hydroquinone (TCHQ) 

(issue de McCarthy et al., 1996). Les facteurs promouvant l’étape de glutathionylation (-SG) ne sont 

pas clairement identifiés. Deux mécanismes sont possibles : soit le glutathion conjugue spontanément, 

soit la glutathionylation s’effectue par la TCHQDs grâce à la présence d’une sérine conservée. 

Concernant l’étape de déglutathionylation, celle-ci est permise sous l’action d’une cystéine (aussi 

conservée, à la position 13). Une molécule de glutathion oxydé (GSSG), résulte de la phase de 

« recyclage » de la cystéine.  

 

C’est à partir des années 2010 que l’étude de la classe Xi a débuté (Xun et al., 2010). La 

caractérisation biochimique a montré que les GSTXs possèdent une activité de déglutathionylation qui 

est permise par une cystéine catalytique présente dans le site actif. Cette activité a pu être démontrée 

sur un substrat initialement conjugué : la thiodone (correspondant à une molécule de ménadione 

conjuguée avec une molécule de glutathion, MENSG ; Green et al., 2012), à plusieurs reprises : chez 

deux GSTXs de peuplier (Populus trichocarpa, PtGSTX1 et PtGSTX2 ; Lallement et al., 2015), une 

GSTX de P. chrysosporium (PcGSTX1 ; Meux et al., 2011) et une de Saccharomyces cerevisiae 

(ScECM4 : Schwartz et al., 2016). D’autres substrats dont le squelette moléculaire est similaire aux 

hydroquinones et qui portent un adduit de glutathion à différentes positions, ont également été 

identifiés (Figure n°40) (Lam et al., 2012). Par ailleurs, la caractérisation structurale menée sur les 

GSTXs a montré que ces enzymes existent à l’état homodimérique (Lallement et al., 2015 ; Meux et 

al., 2011 ; Schwartz et al., 2016).  

Tétrachloro-1,4-

hydroquinone (TCHQ)

Trichloro-hydroquinone 

glutathionylé

Trichloro-hydroquinone 

(TriCHQ)

Glutathionylation Déglutathionylation Recyclage de l’enzyme
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Figure n°40 : Structures des substrats des GSTXs (issue de Lam et al., 2012). 

 

2.5.5.  La classe des GSTFuA 

Le premier nom de cette classe était celui des GTE pour désigner les glutathion transférases ayant une 

activité de type éthérase (Morel et al., 2009). Cette activité consiste à l’action simultanée du clivage 

d’une liaison éther-aryle et de l’ajout d’un adduit glutathionylé (Figure n°41). 

 Figure n°41 : Schéma de la réaction d’une activité de type β-éthérase. 

 

Les premières enzymes caractérisées et montrant une activité β-éthérase sont les protéines LigE et 

LigF de la bactérie Sphingobium sp (souche SYK-6). Ces enzymes sont capables de cliver un modèle 

de lignine et de le réduire en y ajoutant une molécule de glutathion (Masai et al., 2003). L’analyse des 

séquences peptidiques entre la séquence de LigE et celles des GSTFuA montre que ces enzymes sont 

similaires entre elles. Par exemple, des identités de séquences proches de 20% ont été obtenues entre 

LigE et deux GSTFuA de Phanerochaete chrysosporium. Cependant, chez les champignons, toutes les 

GSTFuA ne possèdent pas systématiquement une activité β-éthérase et c’est pour cela qu’elles ont été 

renommées. Toutefois, les modèles de lignine utilisés comme substrats dans plusieurs études n’étaient 

pas forcément les mêmes et cela pourrait expliquer, en partie, l’absence ou non d’activité β-éthérase. 

En effet, même si cette activité a été observée pour des GSTFuA des champignons de pourriture 

blanche : Dichomitus squalens (Marinović et al., 2018a) et Ceriporiopsis subvermispora (Osman et 

al., 2018), celle-ci est absente chez une GSTFuA de P. chrysosporium (Mathieu et al., 2012).  

Pour cette dernière, différents ligands dont les structures sont similaires à celles des sous-unités de la 

lignine, ont été identifiés : la vanilline, la coniféraldéhyde et le syringaldéhyde (Mathieu et al., 2012).  

Modèle de lignine Produit glutathionylé Guaiacol

β-éthérase

GSH
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D’un point de vue structural, les GSTFuA sont dimériques et contiennent dans leur site actif une 

sérine. La présence de cette sérine pourrait partiellement expliquer la capacité des GSTFuA à catalyser 

des réactions de glutathionylation et aussi de type peroxydase (Mathieu et al., 2013 ; Osman et al., 

2018). Par ailleurs, la classe des GSTFuA a aussi été étudiée chez le champignon pathogène Alternaria 

brassicicola, où il a été montré que le gène codant la protéine AbGSTFuA1 était surexprimé lorsque 

l’agent pathogène était exposé à des composés isothiocyanates (Calmes et al., 2015). 

 

2.5.6.  La classe Ure2p 

Le nom de la classe Ure2p a été donné suite à des études menées sur une protéine de levure, Ure2. 

Chez S. cerevisiae, la protéine Ure2 a un rôle de répresseur de la transcription des gènes impliqués 

dans le catabolisme de l’azote. L’étude de la séquence peptidique de Ure2 a indiqué que cette protéine 

possède les domaines caractéristiques d’une GST (c’est-à-dire un domaine contenant le repliement de 

type TRX et un second domaine hélicoïdal). La conversion de la forme native de Ure2 à la forme prion 

(Ure2p) a pour conséquence de produire des agrégats d'Ure2p supprimant le rôle initial de répresseur 

(Wickner, 1994). De plus, la protéine Ure2 est requise dans les processus de détoxication face aux 

métaux lourds et serait impliquée dans la réponse au stress oxydatif (Rai et al., 2003).  

L’analyse des séquences d’Ure2p chez les Ascomycètes et les Basidiomycètes a montré qu’il existait 

deux types d’Ure2p : type A et type B. Malgré certaines exceptions, les deux types d’Ure2p sont 

présents chez la plupart des organismes fongiques. Il est à noter que les Ure2pA sont présentes en plus 

grand nombre chez les champignons décomposeurs de bois.  

L’expression des gènes codant des Ure2p a été étudiée chez P. chrysosporium et montre une induction 

de certains d’entre eux (PcUre2pA4 et PcUre2pA6) en présence d’hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP). Les protéines PcUre2p4 et PcUre2p6 ont été caractérisées biochimiquement et 

toutes les deux possèdent une activité de glutathionylation (Thuillier et al., 2011a ; Roret et al., 2015a). 

De plus, la caractérisation biochimique des Ure2pA, a montré que ces protéines étaient dimériques et 

qu’elles pouvaient fixer une molécule de glutathion oxydé (Roret et al., 2015).  

La caractérisation structurale d’une Ure2pB (PcUre2p1) a aussi permis d’identifier l’état dimérique de 

cette protéine et la fixation d’une molécule de glutathion oxydé stabilisée par une asparagine au sein 

de la structure de PcUre2p1. Par ailleurs, les alignements structuraux montrent que cette protéine 

présente des similarités avec deux protéines bactériennes d’Escherichia coli : EcYfcG et EcYghU 

(Thuillier et al., 2013). Ces deux protéines font partie de la famille des GSTs et plus précisément de la 

classe Nu (Stourman et al., 2011). La résolution de leurs structures a révélé la présence de deux 

molécules de glutathion (soit un exemplaire de GSSG, soit deux exemplaires de GSH).  
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Récemment, il a été suggéré que les GSTs de la classe Nu (GSTNs) seraient impliquées dans la prise 

en charge de molécules issues de la dégradation du polymère de lignine (Kontur et al., 2018). En 

utilisant un modèle de lignine (le GGE pour « guaiacylglycerol-β-guaiacyl ether »), il a été possible de 

caractériser le système de clivage des liaisons β-éther mis en place chez certaines bactéries. Ce 

système est composé de trois phases (Figure n°42).  

Dans la première phase, il va y avoir une réaction d’oxydation sur le GGE qui est réalisée par des 

déshydrogénases (LigL, LigN, LigD et LigO ; Sato et al., 2009). Ensuite, des enzymes ayant une 

activité β-éthérase (LigF, LigE et LigP) vont cliver la liaison β-aryl éther. Ces mêmes enzymes vont 

également réduire le carbone β en y ajoutant une molécule de glutathion. Ainsi, deux produits sont 

formés : le GS-HPV pour « β-glutathionyl-γ-hydroxypropiovanillone » et le guaiacol.  

Lors de la troisième phase, d’autres enzymes (GST3, GSTNs et LigG) vont retirer la molécule du 

glutathion du GS-HPV formant de l’hydroxypropiovanillone (HPV) (Ohta et al., 2015). Une molécule 

de glutathion oxydée est également produite lors de cette dernière étape.  

Figure n°42 : Système de clivage d’un modèle de lignine (issue de Kontur et al., 2018).  

 

Outre l’implication des Ure2p dans la détoxication de molécules xénobiotiques ou dans la dégradation 

de la lignine, certaines d’entre elles peuvent être impliquées dans le métabolisme secondaire. Chez 

Aspergillus fumigatus, il a été montré qu’une GST de la classe Ure2p était requise pour la synthèse 

d’une mycotoxine, la gliotoxine. D’un point de vue biochimique, il a été proposé que la protéine GliG 

serait susceptible de glutathionyler à deux reprises un intermédiaire (le 2,5-pyrazinedione) pour 

poursuivre la voie de biosynthèse conduisant in fine à la formation de la gliotoxine (Figure n°43 ; 

Davis et al., 2011).   

Phase I - Oxydation
Phase II – Clivage et 

Glutathionylation
Phase III –Déglutathionylation
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Figure n°43 : (A) Réaction catalysée par l’Ure2p GliG d’Aspergillus fumigatus dans la voie de 

biosynthèse de la gliotoxine. (B) Proposition de voie de biosynthèse de la gliotoxine (issue de Davis et 

al., 2011). 

 

2.5.7.  La classe Omega (GSTO) 

La classe Omega a été principalement étudiée chez les mammifères et notamment chez l’Homme. 

Parmi les deux isoformes présentes chez ce-dernier, une étude a montré que la protéine humaine 

GSTO1-1 est sous forme dimérique et contient une cystéine catalytique (Board et al., 2000). Cette 

enzyme possède des activités réductase envers l’acide déshydroascorbique et de déglutathionylation 

vis-à-vis du phénylacétophénone glutathionylé (PAPSG ; (Board, Anders, 2007)) et du 4-

nitrophenacylacétophénone (4NPG ; Board et al., 2008). L’ensemble des travaux menés sur cette 

classe a permis de constater que les GSTOs sont impliquées dans différents processus physiologiques, 

en particulier l’aptitude de GSTO1-1 à interagir avec un canal calcique localisé dans le réticulum 

endoplasmiques (Board, 2011). Une étude structurale supplémentaire a montré qu’une molécule de 

glutathion oxydé était retrouvée dans le site actif de la protéine et qu’une molécule de 4NPG était 

localisée dans le site L au niveau de l’interface de dimérisation (Brock et al., 2013).  

Au même titre que chez l’humain, la classe Omega fut également étudiée chez les insectes. Par 

exemple les espèces du genre Drosophila sp contiendraient 3 à 5 gènes codant pour des GSTOs 

(Walters et al., 2009).  

2,5-Pyrazinedione

+ 2 GSH

(A) (B)
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De plus chez le modèle Drosophila melanogaster, il a été montré qu’un membre de la classe Omega 

serait impliqué dans la couleur des yeux (Kim et al., 2006). D’autre part, la caractérisation 

biochimique de la protéine BmGSTO issue du Bombyx du murier (Bombyx mori), a montré que cette 

protéine était stable jusqu’à 50°C et que son pH optimal était de 7.5 (Yamamoto et al., 2009). Chez ce 

même organisme, la caractérisation structurale d’une autre GSTO, BmGSTO3-3, a confirmé l’état 

dimérique des GSTOs (Chen et al., 2011). Chez l’abeille (Apis cerana cerana), la protéine AccGSTO1 

semblerait être impliquée dans la réponse au stress oxydatif (Meng et al., 2014).  

Dans le règne fongique, les GSTOs ont été beaucoup moins étudiées. Une première caractérisation fut 

réalisée chez la levure où la protéine ScGSTO1 présentait des activités de type réductase (Garcerá et 

al., 2006). Chez le champignon décomposeur P. chrysosporium, certaines GSTO catalysent des 

réactions de déglutathionylation envers le PAP-SG et peuvent interagir avec des ligands issus 

d’extraits de hêtre tels que des terpènes (Meux et al., 2013). Des études transcriptomiques ont montré 

que le gène codant pour PcGSTO4 était induit lorsque P. chrysosporium colonise du bois d’épicéa 

(Picea glauca ; (Korripally, Hunt, et al., 2015). Par ailleurs, la protéine bactérienne LigG qui possède 

une cystéine catalytique et qui est impliquée dans la déglutathionylation du GS-HPV (Figure n°42) 

présente des similarités structurales (au niveau du site H sous la forme d’une poche hydrophobe) et 

biochimiques (capable aussi de déglutathionyler le PAPSG) avec la classe Omega (Meux et al., 2012). 

Ainsi, les derniers résultats obtenus suggèrent que le rôle physiologique de cette classe chez les 

organismes décomposeurs de bois serait en lien avec la dégradation de la lignine et aussi avec la 

détoxication des produits de dégradation du bois. 
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Contexte 

Les champignons décomposeurs de bois représentent un intérêt pour l’Homme dans le domaine de la 

bioraffinerie pour la production de biocarburants (Canam et al., 2013) et aussi dans la bioremédiation 

afin de réduire la teneur en molécules polluantes dans les sols (Pointing, 2001). A l’inverse, ces 

organismes peuvent représenter des risques notamment dans la dégradation de bois de construction 

dans les habitations (Gabriel, Švec, 2017). Dans la littérature scientifique, ces organismes ont surtout 

été étudiés pour leur aptitude à dégrader la biomasse lignocellulosique (Rytioja et al., 2014 ; Payne et 

al., 2015 ; Pollegioni et al., 2015). La combinaison d’approches génomique, transcriptomique et 

protéomique a permis de mieux comprendre les mécanismes de dégradation mis en place par ces 

organismes.  

Ce projet de thèse a été réalisé dans l’Unité Mixte de Recherche INRA/Université de Lorraine 1136 

Interactions Arbres Microorganismes (IAM). Ce laboratoire s’intéresse aux interactions entre les 

champignons (pathogènes, symbiotiques et saprophytes) et leurs hôtes. Dans le cas des organismes 

saprophytes, c’est principalement le champignon modèle de pourriture blanche P. chrysosporium qui a 

été étudié au laboratoire IAM.  

Comme il a été rappelé dans le chapitre II de l’introduction, l’analyse de génomique comparative a 

montré que l’évolution de plusieurs familles d’enzymes est corrélée à celles des pourritures blanches. 

Certaines d’entre elles sont impliquées dans la dégradation de la biomasse (PODs), d’autres dans la 

détoxication (Nagy et al., 2017). La famille des glutathion transférases a été étudiée à plusieurs 

reprises chez P. chrysosporium au laboratoire IAM. Ces études ont notamment porté sur la 

caractérisation de classes majoritaires de GSTs telles que les classes Omega, GSTFuA et Ure2p 

(Mathieu et al., 2013 ; Thuillier et al., 2013 ; Meux et al., 2013).  

Le modèle d’étude choisi pendant ce projet doctoral a été Trametes versicolor. T. versicolor est un 

champignon saprophyte de pourriture blanche appartenant au règne des Basidiomycètes et à l’ordre 

des Polypores. Dans son génome, l’analyse in silico indique que 44 gènes codent pour des GSTs et 

parmi eux, 16 font partie de la classe Omega (TvGSTOs) ce qui fait d’elle la classe majoritaire. A 

contrario, d’autres classes sont beaucoup moins représentées telles que la classe Xi qui ne compte que 

trois représentants. Malgré l’initiation de l’étude des GSTs chez ce champignon par la doctorante 

précédente Aurélie Deroy, les fonctions potentielles de ces enzymes restent jusqu’à présent inconnues. 

Objectifs de thèse 

Dès lors, l’objectif principal de ce projet de thèse était d’étudier les fonctions de deux classes de 

GSTs chez Trametes versicolor : les classes Omega et Xi. En investiguant les caractéristiques des 

isoformes appartenant à ces deux classes, cette thèse a eu pour but d’évaluer l’existence de 

redondances ou de spécificités fonctionnelles pouvant être dues à des processus de 

néofonctionalisation.  



Problématique de recherche et Objectifs de thèse 

104 

 

A partir de cet objectif global, deux objectifs sous-jacents ont été définis : 

- le premier était de caractériser d’un point de vue biochimique les fonctionnalités de deux classes 

de GSTs de T. versicolor et d’identifier leurs substrats et/ou ligands potentiels.  

Pour répondre à ce premier objectif, les protéines utilisées ont été obtenues sous forme recombinante. 

Ensuite, les fonctionnalités de ces protéines ont été évaluées vis-à-vis de plusieurs substrats classiques 

de GSTs (précédemment décrits dans la littérature scientifique) par des méthodes 

spectrophotométriques et chromatographiques. Concernant la recherche de cibles moléculaires, une 

méthode de screening basée sur l’étude de la thermostabilté des protéines a été appliquée envers une 

banque de molécules et d’extraits de bois. Les extraits de bois ont été obtenus en collaboration avec le 

laboratoire d’Etude et de Recherche sur le Matériau Bois et le laboratoire Ecologie des Forêts de 

Guyane. 

- le second objectif était de caractériser d’un point de vue structural les deux classes.  

Pour cela, une étroite collaboration avec le laboratoire Cristallographie, Résonance Magnétique et 

Modélisations (CRM
2
) a été mise en place. Dans le cadre de la thèse de Mathieu Schwartz, doctorant 

au laboratoire CRM
2
, des expériences de cristallogenèse ont été effectuées afin de caractériser les 

structures tridimensionnelles de certaines isoformes appartenant aux deux classes de GSTs. De plus, 

des expériences de co-cristallisation de protéines avec des cibles moléculaires ont été effectuées. 

Démarche scientifique 

La méthodologie adoptée pendant cette thèse est résumée dans la figure ci-dessous (Figure n°44). 

Figure n°44 : Méthodologie utilisée lors de ce projet de thèse 
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Les résultats obtenus seront organisés en deux chapitres : le premier concernera la classe Omega et le 

second sera dédié à la classe Xi. Tous les résultats seront présentés sous la forme d’articles 

scientifiques (au nombre de quatre) qui sont soit en préparation, soit publié, soit en cours de 

soumission. Chacun de ces articles sera précédé d’une introduction afin de préciser le contexte et les 

objectifs de l’étude. L’ensemble des résultats obtenus pour chacun des articles sera résumé sous la 

forme d’une conclusion à la fin des deux chapitres.  

En somme, la partie « Résultats » sera organisée de la façon suivante : 

Chapitre I : Etude d’une classe de GSTs en extension chez Trametes versicolor : la classe Omega 

Article n°1: Biochemical characterization of an omega glutathione transferase produced by the white-

rot basidiomycete Trametes versicolor (en préparation pour le journal Environmental Microbiology) 

Article n°2: Molecular recognition of wood polyphenols by phase II detoxification enzymes of the 

white rot Trametes versicolor (publié dans Scientific Reports) 

Article n°3: Fungal glutathione transferases as tools to explore the chemical diversity of Amazonian 

wood extractives (en cours de révision dans ACS Sustainable Chemistry and Engineering) 

Chapitre II : Etude d’une classe de GSTs conservée mais minoritaire chez Trametes versicolor : 

la classe Xi  

Article n°4: Trametes versicolor Glutathione Transferase Xi 3, a dual Cys-GST with catalytic 

specificities of both Xi and Omega classes (en cours de révision dans FEBS Letter) 
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Chapitre I : Etude d’une classe de GSTs en extension chez Trametes versicolor : la classe 

Omega 

Introduction sur l’étude des GSTs de la classe Omega chez Trametes versicolor 

Dans le génome de T. versicolor, 16 gènes codent pour des GSTs de la classe Omega (TvGSTOs). Ces 

16 gènes sont localisés de façon hétérogène dans différents scafflod. En effet, le scaffold n°17 contient 

six gènes de GSTOs alors que les scaffolds n° 1, 5, 11, 12 et les scaffolds n° 2, 7, 9 contiennent 

respectivement 1 et 2 gènes codant pour des GSTOs (Figure n°45).  

 

Figure n°45 : Localisation des 16 gènes codant les GSTOs chez Trametes versicolor dans les 

différents scaffolds. Disponible sur le site du Joint Genome Institute (JGI) 

(https://genome.jgi.doe.gov/Trave1/Trave1.home.html), le génome de Trametes versicolor est, à 

l’heure actuelle, assemblé en 22 scaffolds. Dans cette figure, chaque scaffold est représenté en 

rectangle orange et la position de chacun des gènes a été répertoriée.  Pour les protéines non 

caractérisées, les lettres (S) et (C) symbolise l’acide aminé présent dans le site actif de la protéine 

synthétisée et elles correspondent respectivement à une sérine et à une cystéine. La localisation dans 

les scaffolds est mentionnée entre parenthèses. 

Dans la littérature scientifique, les études ont montré que la classe Omega regroupe des GSTs ayant 

une cystéine catalytique dans leur site actif (Board, 2011). Or, l’analyse des séquences peptidiques des 

16 TvGSTOs a révélé que 4 possèdent une cystéine dans le site actif alors que les 12 restantes 

contiennent une sérine à la place (Figure n°46) (Deroy, 2015).  

Une sélection de neuf isoformes parmi les 16 TvGSTOs a été effectuée pour initier la caractérisation 

de la classe Omega. Cette sélection est composée de 3 TvGSTOs ayant une cystéine (TvGSTO1-3C) 

et de 6 TvGSTOs contenant une sérine (TvGSTO1-6S) (Figure n°46).  
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Figure n°46 : Alignement entier (A) et partiel (B) des séquences peptidiques des 16 TvGSTOs. Les 

séquences ont été obtenues à partir du site du JGI 

(https://genome.jgi.doe.gov/Trave1/Trave1.home.html). Ensuite, elles ont été alignées en utilisant le 

programme d’alignement ClustalW (avec 1000 répétitions) installé dans le logiciel BioEdit (Sequence 

Alignment Editor). Le rectangle bleu entoure le résidu impliqué dans l’abaissement du pKa du 

glutathion. 

Globalement, les 9 TvGSTOs sélectionnées partagent des pourcentages d’identité de séquence compris 

entre 35 et 70 % (Tableau n°5). En revanche, les pourcentages d’identités entre TvGSTO3C et les 

autres TvGSTOs sont beaucoup plus faibles, entre 22 et 27 %.  

Tableau n°5 : Pourcentages d’identité de séquences des neuf TvGSTOs sélectionnées et étudiées. 

L’alignement des séquences peptidiques et la détermination des pourcentages d’identité ont pu être 

effectués avec le logiciel MatGat (« Matrix Global Alignment Tool » en utilisant la matrice 

BLOSUM50 « BLOcks SUbstitution Matrix ». 

Protéine TvGSTO1S TvGSTO2S TvGSTO3S TvGSTO4S TvGSTO5S TvGSTO6S TvGSTO1C TvGSTO2C TvGSTO3C

TvGSTO1S 39.7 % 42.2 % 39.9 % 44.6 % 51.9 % 35.9 % 36.2 % 24.8 %

TvGSTO2S 65.8 % 57.4 % 47.5 % 42.1 % 48.8 % 45.3 % 27.4 %

TvGSTO3S 56.4 % 45.7 % 46.2 % 44.2 % 43.0 % 23.4 %

TvGSTO4S 45.7 % 41.3 % 38.4 % 42.8 % 22.8 %

TvGSTO5S 45.2 % 43.4 % 43.7 % 25.0 %

TvGSTO6S 44.7 % 43.6 % 24.4 %

TvGSTO1C 69.2 % 24.0 %

TvGSTO2C 25.3 %

TvGSTO3C

[…] […]

(A)

(B)
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Les protéines sélectionnées ont été utilisées sous forme recombinante après les avoir produites et 

purifiées à l’aide de la bactérie Escherichia coli (souche Rosetta). Les séquences de gène ont été 

synthétisées et insérées dans un vecteur plasmidique (pET26b) de façon à ce que les protéines portent 

une étiquette poly(hexa)-histidine à l’extrémité C-terminal pour faciliter leur purification. Cette 

purification est réalisée à l’aide d’une résine d’agarose contenant des molécules d’acide 

nitrilotriacétique qui immobilisent des ions nickels. Ces ions nickels vont établir des liaisons 

électrostatiques avec les histidines de la protéine permettant à celle-ci d’être retenue. Un exemple de 

purification d’une protéine (TvGSTO1S) est présenté sur le gel d’acrylamide ci-dessous (Figure n°47).  

Figure n°47 : Analyse des étapes de purification de la protéine TvGSTO1S par chromatographie 

d’affinité aux ions nickels (Ni2+) immobilisés sur une résine d’agarose couplée à des acides 

nitrilotriacétatiques par électrophorèse dénaturante sur gel d’acrylamide 15%. Mq : Marqueur de 

taille, kDa : kiloDaltons, CT : Culture Totale, FI : Fraction Insoluble, FS : Fraction Soluble, P : 

Passage à travers, L : Lavage et E : Elution. 

 

Pour les trois articles dédiés à l’étude des neuf TvGSTOs, une méthode de recherche de substrats et/ou 

de ligands potentiels a été utilisée et il s’agit de l’étude de la modification de la thermostabilité des 

protéines. Le principe de cette méthode est de suivre la dénaturation des protéines en fonction d’un 

gradient de température et en présence d’un marqueur fluorescent (SYPRO
®
 Orange). Pendant le 

gradient croissant de température, la protéine sera plus susceptible d’exposer ses régions hydrophobes. 

C’est précisément dans un environnement hydrophobe que la sonde fluorescente va se fixer et, après 

excitation, va émettre un signal fluorescent. Il est à rappeler que le signal de fluorescence est 

uniquement possible lorsque la sonde se trouve dans une zone hydrophobe. 
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En fonction du gradient de température, ce signal fluorescent va former une courbe sigmoïdale. A 

partir de cette courbe, il est possible de déterminer la température de détermination (Td) qui 

correspond à la température nécessaire pour obtenir la moitié de la protéine sous forme dénaturée 

(Figure n°48A).  

Figure n°48 : (A) Courbe de dénaturation thermique d’une protéine. (B) Exemples de courbes de 

dénaturation thermique de la protéine TvGSTO2S selon différentes conditions. La courbe bleue 

représente la protéine seule. La courbe rouge représente la protéine TvGSTO2S incubée en présence 

d’une molécule ayant un effet destabilisateur. La courbe verte correspond à la dénaturation thermique 

de TvGSTO2S en présence d’une molécule stabilisatrice. La différence entre la Td obtenue et celle de 

la condition « protéine seule » correspond au décalage thermique (∆Td). Ce décalage peut être négatif 

(effet destabilisateur) ou positif (effet stabilisateur).  

 

Les Td obtenues pour chacune des conditions (avec ou sans la molécule testée) seront comparées ce 

qui permettra de déterminer le décalage thermique (∆Td) et d’estimer les interactions entre les deux 

partenaires (Figure n°48B). Outre la recherche de cibles moléculaires (substrats ou ligands), l’étude de 

la dénaturation thermique apporte d’autres avantages comme par exemple la possibilité d’optimiser les 

conditions de stabilité d’une protéine et aussi d’étudier les interactions protéine-protéine (Boivin et al., 

2013). 
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Etude des GSTs de la classe Omega de Trametes versicolor à cystéine catalytique (TvGSTOC) 

 

Article n°1: Biochemical characterization of an omega glutathione transferase produced by the 

white-rot basidiomycete Trametes versicolor 

A. Deroy, T. Perrot, M. Schwartz, S. Amara, J.G. Berrin, C. Didierjean, S. Dumarçay, F. Favier, P. 

Gérardin, J.M. Girardet
 
, A. Kohler, D. Navarro, D. Chevret, E. Record, C. Rose, R. Sormani, M. 

Morel-Rouhier, and E. Gelhaye 

 

Cet article est en cours de préparation pour soumission dans Environmental Microbiology. 

 

Avant mon arrivée au laboratoire, la doctorante précédente Aurélie Deroy avait montré que différentes 

souches de Trametes versicolor produisaient des gouttelettes colorées (entre jaune et rouge foncé), 

nommées des exudats, lorsqu’elles se développent sur un milieu malt-agar, mais également en 

présence de plaquettes de bois de chêne ou de hêtre. En collaboration avec le laboratoire Biodiversité 

et Biotechnologies Fongiques, une approche protéomique a été menée sur les exudats produits par les 

différentes souches de T. versicolor afin d’identifier les protéines sécrétées. Pour l’une de ces souches, 

BRFM1218, l’analyse protéomique du sécrétome produit sur du bois de chêne a révélé la présence de 

plusieurs peroxydases. Parmi elles, une peroxydase décolorante de pigments (dye-decolorizing 

peroxidase, TvDyP1) et une versatile peroxydase (TvVP2) furent identifiées. Ces deux peroxydases ont 

été caractérisées d’un point de vue biochimique et ces travaux, auxquels j’ai participé, ont été valorisés 

sous la forme d’une publication scientifique (disponible en Annexe). L’analyse protéomique de la 

souche BRFM1218 a aussi indiqué la présence de plusieurs GSTs dans l’exsudat produit sur milieu 

riche, dont une de la classe Omega (TvGSTO1C) retrouvée également dans l’exsudat produit sur 

plaquettes de bois de chêne.  

Le premier objectif des travaux présentés dans ce premier article a été d’étudier des exsudats de 

BRFM1218 (observation microscopique, composition protéïque). Dans la continuité, TvGSTO1C 

(issue de deux exudats produits sur milieu riche et en présence de bois de chêne) ainsi que deux autres 

isoformes : TvGSTO2C et TvGSTO3C ont été caractérisées d’un point de vue biochimique. 
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Biochemical characterization of an omega glutathione transferase produced by the 

white-rot basidiomycete Trametes versicolor  
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Originality-Significance Statement 

Basidiomycetes fungi are efficient degraders of woody biomass. In this process, they have to cope 

with the myriad of potential toxic molecules abundant in wood. In this study, we report the production 

of exudate droplets by the white-rot Trametes versicolor that contain enzymes involved in degradation 

and detoxification systems. We propose that fungi could use this strategy to extract from wood and 

degrade potential toxic molecules to facilitate the wood-decaying process.  

Summary 

Even often observed, the exudate production in fungi remains mainly unstudied. During growth on oak 

wood and on nutrient-rich medium, we observed one strain of the white-rot fungus Trametes 

versicolor (BRFM1218) produce red-brown and yellow liquid droplets. Microscopic analysis of this 

exudate revealed that the droplets are surrounded by a thin hyphal network. The exudate contains 

enzymes involved in aromatic compounds oxidation such as peroxidases and carbohydrate-active 

enzymes. In addition, the proteomic study revealed also the presence of enzymes belonging to the 

detoxification system involving glutathione related systems such as glutathione transferases. Among 

glutathione transferases retrieved in exudates, an Omega glutathione transferase has been detected in 

both conditions (on malt and on oak sapwood). From these observations, a biochemical 

characterization of this protein has been done, showing in particular that the enzyme is able to catalyze 

deglutathionylation and thioltransferase reactions. The potential function of these enzymes is then 

discussed.  

Keywords: Trametes versicolor, exudate, secretome, oak, wood degradation, detoxification system 
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Introduction 

Plant biomass, the major source of terrestrial carbon source, is mainly composed of cellulose, 

hemicelluloses and lignin. Among micro-organisms able to degrade and mineralize these components, 

saprophytic and particularly wood-decaying fungi are intensively studied in particular due to their 

involvement in the organic matter recycling. These latter are separated in several functional classes 

depending on wood decomposition strategy (white-rot, brown-rot and soft-rot) (Eastwood et al., 2011 ; 

Floudas et al., 2012b ; Riley et al., 2014a). Beside the main wood polymers, wood-decaying fungi 

have also to deal with various other wood components. These compounds usually called “wood 

extractives” are extremely diverse, their nature and concentration varying according to many factors 

such as the considered tree species (softwood versus hardwood for instance), the environmental 

conditions encountered during the “tree life”, the tree part (branches or trunk, heartwood or sapwood), 

… (Doussot et al., 2002a ; Prida et al., 2007 ; Kebbi-Benkeder et al., 2015). Wood extractives play a 

central role on the natural durability of the considered wood displaying often anti-microbial activity 

(Kirker et al., 2013b ; Valette et al., 2017a). As a consequence, they usually induce a stress response in 

fungi leading to an up-regulation of genes involved in the different phases of intracellular xenobiotic 

detoxification such as cytochrome P450 monooxygenases (phase I) or glutathione transferases (phase 

II) (Hori et al., 2014 ; Thuillier et al., 2014a). These multigenic families are particularly extended in 

wood decayers in agreement with the necessity for these microorganisms to deal with the huge 

diversity of potential toxic compounds encountered in their environment and/or coming from the 

oxidative wood degradation process (Morel et al., 2013a ; Nagy et al., 2017a). The fungal glutathione 

transferases family is subdivided into several classes and among them, three are extended, the Ure2p, 

GSTFuA and omega classes. A phylogenetic analysis showed that the Ure2p class is composed of two 

subgroups: Ure2pA and Ure2pB, the first one being specific of wood degraders (Thuillier et al., 

2011a). Moreover, it has been showed that the GSTFuA class was more abundant in wood-decaying 

fungi (Mathieu et al., 2013b). The Omega class is subdivided into two subclasses (II and III) and is 

mainly found in the genome of symbiotic and saprophytic fungi (Morel et al., 2013a). Structural and 

biochemical approaches have indeed highlighted similarities between some isoforms of Omega class 

and the protein LigG from Sphingobium sp involved in the catabolic pathway of lignin (Meux et al., 

2012). 

Furthermore, filamentous fungi are known to be able to translocate different molecules through their 

mycelial network. In particular, some fungi have been shown to translocate polycyclic aromatic 

hydrocarbons (Furuno et al., 2012). This mechanism is probably involved in global detoxification 

strategy used by fungal wood decayers (Banitz et al., 2013), and more globally by wood-decaying 

microbial communities (Banitz et al., 2013 ; Hervé et al., 2014a ; 2016a).  
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Recently, proteomic analysis of the secretome of T. versicolor BRFM 1218 grown on oak wood has 

been performed by our group (Amara et al., 2018). During these experiments, we observed that this 

strain was able to produce red/brown dark exudate during oak degradation. In addition, this strain was 

also able to produce consistently a yellow liquid after one month at 25°C on a rich medium containing 

malt agar. To better understand this phenomenon, we report here a proteomic approach, showing that 

such exudate production is linked to the induction of both extracellular and intracellular detoxification 

systems. This latter was characterized by the identification of enzymes related to glutathione-linked 

systems, and in particular of glutathione transferases belonging to the omega class. One isoform, 

named TvGSTO1C has been biochemically characterized by determining its molecular weight, its 

oligomerization state and also by investigating its catalytic properties. Finally, in order to research 

potential substrates and ligands of TvGSTO1C, a high throughput screening method has been used.  
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Results 

Trametes versicolor BRFM1218 produces exudate 

During previous experiments, BRFM1218 strain of T. versicolor was grown on malt agar in the 

presence of either oak or beech wood blocks (Amara et al., 2018). Colored droplets (from yellow to 

dark red) accumulated near or on the colonized heartwood and sapwood of oak. In contrast, such 

colored droplets have not been observed in the experiments dealing with beech wood blocks (Figure 

1). Furthermore, BRFM1218 strain was also able to produce consistently a yellow liquid after one 

month at 25°C on a rich medium containing malt agar (Figure 1).  

Figure 1: Exudate production of BRFM1218 strain after 4 or 12 weeks on beech, heartwood and 

sapwood oak wood blocks. 
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As shown in Figure 2B and 2C, scanning electron microscopy performed on droplets-producing areas 

on malt-agar medium (Figure 2A) revealed that exudate production was correlated with the formation 

of a thick network of hyphae structured as a basket surrounding the observed droplets (Figure 2B). In 

contrast, the inside parts of the droplets appeared clearly less organized (Figure 2C). The 

ultracentrifugation of the harvested exudate did not lead to the separation of solid pellets suggesting an 

absence of structured vesicles.  

Figure 2: Scanning electron microscopy performed on droplets-producing culture of the strain 

BRFM1218, showing mycelial network surrounding the observed droplets (A) and the inside part of 

the droplets (B). 
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Protein composition of BRFM1218 exudate 

Using a proteomic approach, the protein composition of the BRFM1218 exudate produced on malt has 

been analyzed and then compared with proteins secreted during oak sapwood and beech degradation 

previously described (Supplemental Tables 1, 2 and 3) (Amara et al., 2018). 352 proteins have been 

detected on malt agar and interestingly more than 45% are also present in the oak or beech secretomes 

(Figure 3).  

Figure 3: Venn diagram of protein content in the exudate produced on malt and in the secretomes 

collected from beech and oak cultures with T. versicolor strain BRFM1218. 

 

A detailed examination revealed the presence of enzymes involved in the degradation of 

lignocellulosic materials. In particular several peroxidases involved in the oxidation/detoxification of 

aromatic molecules have been detected, e.g., four manganese peroxidases (MnPs, Prot ID 131080, 

130496, 44897 and 51375), a DyP (Prot ID 48870) and a versatile peroxidase (VP, Prot ID 26239).  

In addition, a large number of carbohydrate-active enzymes (CAZymes), most of them being involved 

in the degradation of the fungal cell-wall (Prot ID 170938, 62730, 25402, 23498 and 31361) are also 

present. Only one cellulose-acting enzyme (Prot ID 63826; GH6) and one hemicellulose-acting 

enzyme (Prot ID 144893; GH10) were identified.  

The second feature of the protein composition of the studied exudate is the presence of enzymes 

involved in the detoxification system and in particular in the glutathione-linked systems. Since these 

antioxidant and detoxification enzymes are known to be intracellular, these proteins were probably 

located in the mycelium surrounding the observed droplets and/or on the deconstructed mycelia 

present in droplets. Two peroxiredoxins (Prot ID 130108 and 60144), which are proteins involved in 

the thiol-based antioxidant/detoxification are found.  

Malt

OakBeech

192

62

26

33

34

17

82
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These enzymes could be involved both in peroxide reduction and in oxidative stress signaling pathway 

(Morel et al., 2008; Tachibana et al., 2009). A glutathione reductase (Prot ID 36446), and a NADPH 

thioredoxin reductase (Prot ID 156571) have been also detected.  

In the exudate produced on malt, five glutathione transferases (GSTs) were also detected and two of 

them were present in the most 100 abundant proteins. These two GSTs belong to the Ure2p (Prot ID 

62807) and Omega (Prot ID 157166) classes. Interestingly, this omega glutathione transferase (Prot ID 

157166) was also retrieved in the oak secretome but not in the beech secretome (Amara et al., 2018). 

Phylogenetic analysis of TvGSTOs 

The fact to identify one GST (Prot ID 157166) in this exudate, which has been previously detected in 

oak sapwood secretome led us to characterize biochemically this protein. A phylogenetic analysis 

revealed that this protein belongs to the Omega class which is one of the most extended classes in 

wood-decaying agaricomycetes (Morel et al., 2013a). In Trametes versicolor, 16 genes encoding 

GSTOs have been detected in the genome and several resulting proteins have been structurally and 

biochemically characterized (Deroy et al., 2015; Schwartz et al., 2018). In contrast with previously 

studied TvGSTOs, the identified GSTO (Prot ID 157166), named here TvGSTO1C, possess a 

cysteinyl residue in its putative catalytic site (Figure S1). This feature is also shared by three other 

GSTOs in Trametes versicolor. Two of them, one belonging to the subclass II (TvGSTO3C, Prot ID 

60698) and one belonging to the subclass III (TvGSTO2C, Prot ID 67635) have been also produced 

and purified as comparison.  

Biochemical characterization 

The molecular weight of the native form of TvGSTO1C has been determined by mass spectrometry. 

The results showed a supplemental weight of 305 Da which corresponds to the presence of 

glutathionylated adduct linked to the protein by a covalent bond (Table S4A). After a reduction step 

(by adding 1,4-dithiothreitol ten more concentrated than the protein), this adduct could be removed 

and the molecular weight obtained corresponded to the expected theoretical mass (26,503 Da) (Table 

S4A). As TvGSTO1C possesses one cysteine in its sequence and that this cysteine is present in the 

active site, we postulated the presence of a disulfide bond between the catalytic cysteine and the 

glutathione adduct. The thiol titration of the native and reduced protein confirmed this hypothesis, 

since the reduction step allowed to restore both the titration of one thiol group per protein and the 

release of one glutathione (Figure S4C). The oligomerization state of TvGSTO1C investigated by size-

exclusion chromatography, suggested that the protein was present at a dimeric state in the tested 

conditions (Table S4B). To evaluate the consequences of reducing treatment on the structure of the 

protein, the hydrodynamic diameter (DH) of TvGSTO1C was measured according the redox state of 

the protein (Table S4D).  
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The results showed that the DH of both states (oxidized and reduced) were similar suggesting that the 

redox state would not modify the structure of the protein. All these features are mainly shared by the 

two other studied isoforms TvGSTO2C and TvGSTO3C (Table S4). 

To characterize the biochemical functionalities of TvGSTO1C, enzymatic tests have been performed 

toward six substrates (Figure S2). As expected for the three studied TvGSTOC, no glutathionylation 

activity was detected against the three tested substrates (1-chloro 2,4-dinitrobenzene (CDNB), 

phenethyl isothiocyanate (PEITC) and benzyl isothiocyanate (BEITC) (Table 1). The three isoforms 

are also not able to reduce CuOOH. In contrast, the studied proteins exhibited deglutathionylation 

(toward glutathionyl-phenylacetophenone, GS-PAP) and thioltransferase (toward 2-hydroxyethyl 

disulfide, HED) activities. The catalytic efficiently (kcat/KM) measured for the three enzymes were 

higher for the deglutathionylation activity than for the thioltransferase activity. Moreover, the apparent 

affinities obtained for the deglutathionylation activity of TvGSTO1C and TvGSTO3C were similar 

(305.3 and 365.8 µM). In contrast, the catalytic efficiently obtained for thioltransferase activity were 

higher for TvGSTO2C (4420 M
-1

. s
-1

) and TvGSTO3C (12100 M
-1

. s
-1

) than TvGSTO1C (381.9 M
-1

. s
-

1
). 
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Table 1: Kinetic parameters of nine TvGSTO towards six substrates. All values have been obtained 

from the GraphPad Prism software by using the non-linear regression representation based on the 

Michaelis-Menten model. The tested substrates are summarized as follow: “CDNB” for 1-chloro-2,4-

dinitrobenzene , “PEITC” for phenethyl isothiocyanate, “BEITC” for benzyl isothiocyanate, 

“CuOOH” for cumene hydroperoxide, “HED” for 2-hydroxyethyl disulfide and “GS-PAP” for 

glutathionyl-phenylacetophenone. ND means not activity has been detected.  The values accompanied 

of (*) and (γ) have been obtained in previous works (Schwartz et al., 2018 and Perrot et al., submitted), 

respectively. For the other values, all have been determined in this study. 

 

 

 

 

CDNB PEITC BEITC CuOOH HED GS-PAP

KM (µM)

TvGSTO1S (2.03 ± 0.21) E+03 80.82 ± 6.80 47.97 ± 3.43 630.40 ± 52.20 ND ND

TvGSTO2S 764.60 ± 75.76 29.71 ± 2.84 (γ) 15.31 ± 1.68 (1.33 ± 0.12) E+03 ND ND

TvGSTO3S 897.80 ± 85.21 (*) 12.20 ± 1.44 (*) 10.28 ± 1.09 ND ND ND (*)

TvGSTO4S (2.90 ± 0.38) E+03 21.52 ± 3.09 26.21 ± 2.42 (1.11 ± 0.16) E+04 ND ND

TvGSTO5S (3.09 ± 0.22) E+03 77.66 ± 8.13 148.30 ± 10.43 (2.10 ± 0.15) E+03 ND ND

TvGSTO6S 910.40 ± 86.77 (*) 24.51 ± 2.99 (*) 13.33 ± 2.43 243.60 ± 28.26 663.60 ± 54.70 ND (*)

TvGSTO1C ND ND ND ND (1.33 ± 0.28) E+03 305.30 ± 51.98

TvGSTO2C ND ND ND ND 104.50 ± 16.01 817.90 ± 179.10

TvGSTO3C ND ND ND ND 199.70 ± 25.09 365.80 ± 169.00

kcat (s -1)

TvGSTO1S 6.04 ± 0.27 6.45 ± 0.19 11.35 ± 0.22 1.56 ± 0.05 ND ND

TvGSTO2S 0.21 ± 0.01 12.04 ± 0.26 (γ) 32.65 ± 0.62 1.19 ± 0.05 ND ND

TvGSTO3S 26.67 ± 0.95 (*) 3.08 ± 0.05 (*) 2.80 ± 0.06 ND ND ND (*)

TvGSTO4S 0.42 ± 0.03 0.39 ± 0.01 3.06 ± 0.07 1.25 ± 0.11 ND ND

TvGSTO5S 1.26 ± 0.04 0.75 ± 0.02 1.34 ± 0.04 0.70 ± 0.02 ND ND

TvGSTO6S 4.94 ± 0.17 (*) 11.39 ± 0.36 (*) 11.58 ± 0.64 1.60 ± 0.05 0.12 ± (4.40 E-03) ND (*)

TvGSTO1C ND ND ND ND 0.51 ± 0.06 7.00 ± 0.39

TvGSTO2C ND ND ND ND 0.46 ± 0.02 30.55 ± 3.26

TvGSTO3C ND ND ND ND 2.41 ± 0.08 15.33 ± 0.52

kcat /KM (M
-1.s -1)

TvGSTO1S (2.97 ± 0.13) E+03 (7.98 ± 0.23) E+04 (2.37 ± 0.05) E+05 (2.47 ± 0.07) E+03 ND ND

TvGSTO2S 276.30 ± 9.25 (4.05 ± 0.09) E+05 (γ) (2.13 ± 0.04) E+06 887.40 ± 39.44 ND ND

TvGSTO3S (2.97 ± 0.11) E+04 (*) (2.53 ± 0.42) E+05(*) (2.72 ± 0.06) E+05 ND ND ND (*)

TvGSTO4S 145.90 ± 11.42 (1.80 ± 0.04) E+04 (1.17 ± 0.03) E+05 111.20 ± 10.02 ND ND

TvGSTO5S 407.50 ± 14.31 (9.67 ± 0.22) E+03 (9.02 ± 0.24) E+03 331.20 ± 9.83 ND ND

TvGSTO6S (5.43 ± 0.18) E+03 (*) (4.65 ± 0.15) E+05 (*) (8.69 ± 0.49) E+05 (6.59 ± 0.20) E+03 179.50 ± 6.59 ND (*)

TvGSTO1C ND ND ND ND 381.90 ± 43.76 (2.29 ± 0.13) E+04

TvGSTO2C ND ND ND ND (4.42 ± 0.17) E+03 (3.74 ± 0.07) E+04

TvGSTO3C ND ND ND ND (1.21 ± 0.04) E+04 (4.19 ± 0.13) E+04
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Research and identification of natural ligands  

In previous work, we showed that other isoforms of omega class from Trametes versicolor 

(TvGSTOS) interacted with molecules from wood extracts (Deroy et al., 2015a; Schwartz et al., 

2018). In order to check this ability for TvGSTO1C, we used a high throughput screening method 

based on the thermal denaturation of proteins. Our first observation was the difference of denaturation 

temperature (Td) between the native and the reduced form of TvGSTO1C (Table S5). At the reduced 

state, the Td of TvGSTO1C is decreased of 17,98°C compared to native state suggesting that the 

tripeptide greatly stabilizes the protein.  

The reduced form of TvGSTO1C has been used for investigating the potential interactions towards 

previously obtained wood extracts (Deroy et al., 2015a; Kebbi-Benkeder et al., 2015). A preliminary 

screening of the protein against 76 wood extracts from ten wood species has been done (Figure S3, S4 

and S5). We observed that wood extracts from oak, cherry-wood, beech and larch increased the Td of 

TvGSTO1C whereas wood extracts from sweet chestnut tree destabilized the protein. The thermal 

effects of wood extracts from pine, spruce, cedar, metasequoia and walnut tree induced both effects 

(stabilizing and destabilizing) according to the solvent used.  

Because oak extractives exhibited stabilizing effects, we focused our attention on the molecules 

present in oak extractives. It has been showed that polyphenols are found in the chemical composition 

of oak wood, in particular the presence of flavonoids such as quercetin and catechin (Zhang et al., 

2015). We also tested the thermal effects induced by these both compounds in addition of eight other 

flavonoids (Figure 4). The results showed that three flavonoids: quercetin (ΔTd = + 3.56°C), chrysin 

(ΔTd = + 1,35°C) and naringenin (ΔTd = + 0.54°C) increased the Td of TvGSTO1C. The seven other 

flavonoids induced destabilizing effects on TvGSTO1C in particular scutellarein (ΔTd = - 4.24°C) and 

baicalein (ΔTd = - 2.99°C) (Figure 4A). The thermal responses obtained for TvGSTO2C were similar 

of TvGSTO1C, excepted that chrysin did not stabilize the protein (Figure 4B). Concerning 

TvGSTO3C, most of the tested flavonoids stabilized the protein (usually with a ΔTd which does not 

exceed +2.00°C) (Figure 4C).  
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Figure 4: Effects of ten flavonoids on the thermostability of reduced TvGSTOC. The effects of these 

polyphenols on the reduced forms of TvGSTO1C, TvGSTO2C and TvGSTO3C are represented in 

(A), (B) and (C) respectively. The tested flavonoids are summarized as follow, « QUER » for 

quercetin, « CATE » for catechin, « NARE » for naringenin, « NARI » for naringin, « WOSI » for 

wogonoside, « CHRY » for chrysin, « BAIA » for baicalein, « SCUT » for scutellarein » and 

« WOGO » for wogonin and « PINO » for pinocembrin.  

 

In vitro coupling of the oxidation and detoxification systems: study of a potential relationship 

The proteomic analysis of the exudates produced on malt revealed the presence of enzymes involved 

in the oxidation system (MnPs, VP, DyP) and also in the detoxification system (TvGSTO1C). From 

this observation, we investigated the potential relationship between a versatile peroxidase (Prot ID 

26239, TvVP2) and the omega glutathione transferases previously characterized (TvGSTO1C, 2C and 

3C). In a previous work, we showed that TvVP2 was able to oxidize two flavonoids : quercetin and 

catechin (Amara, et al., 2018). Within the scope of the first step of activation from the detoxification 

system, a preliminary incubation of two flavonoids (quercetin and catechin) in presence of TvVP2, 

hydrogen peroxide (H2O2) and glutathione (GSH) has been performed during ten minutes. Then, the 

reactional mixture was filtrated in order to separate the peroxidase and to stop the reaction. After 

removing TvVP2 from the reactional mixture, the potential interactions between the reaction products 

and the three reduced glutathione transferases from Trametes versicolor (TvGSTO1-3C) was analysed 

using a thermal stability assay and fluorescent profile on immobilized protein.  
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During this experiment, we supposed that oxidized molecules are reduced by glutathione and forming 

glutathionylated compounds or oxidation of glutathione by peroxidase and then glutathionylation 

(Gelhaye et al., 2006). However, we cannot exclude that an interaction between TvVP2 and 

glutathione can occur and generate oxidized glutathione. Oxidation of quercetin in the presence of 

GSH and H2O2 by TvVP2 led to compounds stabilizing the three TvGSTOC. Increases of 18.67 °C, 

16.67 °C and 20.08 °C of the denaturation temperature were indeed observed for the reduced 

TvGSTO1C, TvGSTO2C and TvGSTO3C respectively. In contrast, no significant stabilizing effects 

on the three isoforms were observed when quercetin is replaced by catechin. Nevertheless, we also 

observed, in the case of TvGSTO1C, that the Td was significantly increased of 3.39 °C and 2.73 °C by 

incubation of glutathione and H2O2 with quercetin and catechin respectively (Figure 5). 

Figure 5: Effects of reaction mixture after filtration of TvVP2 on the thermostability of reduced 

TvGSTOC. The effects of these mixtures on the reduced form of TvGSTO1C, TvGSTO2C and 

TvGSTO3C are represented in (A), (B) and (C) respectively. The legends for each reagent are 

summarized as follow: “QUE”: quercetin, “CAT”: catechin and “GSH”: glutathione. Asterisks (*) 

means that the thermal effect of the condition is significantly different of the thermal effect of the 

phosphate buffer. The statistical analyses have been done with the GraphPad Prism software by using 

the Tukey’s multiple comparisons test. 

A

B

C
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In order to study the potential involvement of the catalytic cysteine, interaction tests including a 

fluorescent probe, the 5-chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) have been made on acrylamide 

gel (Figure 6). In the reduced form, the catalytic cysteine is able to bind CMFDA, allowing a detection 

after gel migration. In contrast, the oxidation of the cysteine prohibits the interaction with the 

fluorogenic probe. The compounds (from the mix composed of the quercetin incubated with TvVP2, 

H2O2 and GSH) which stabilized the three TvGSTOC did not cause a decrease of fluorescence 

suggesting that the cysteine present in the G-site is not involved in the recognition of the reaction 

products (Figure 6, mix n°5). 

Figure 6: Fixation of CMFDA on reduced TvGSTO1-3C in presence of oxidation mixtures after 

filtrating TvVP2. In (A) are represented the fluorescence signal after excitation with UV via GelDoc. 

In (B) are represented the presence and the quantity of protein colored by Coomassie blue. The graph 

(C) represents the level of the fluorescence signal of CMFDA bound to TvGSTO3C in presence of 

different mixtures which are summarized as follow: “1” with only phosphate buffer, “2” with 80 µM 

of PAP-SG, “3” with 2 µL of mixture containing 60 µM of quercetin incubated with 100 µM of H2O2 

and glutathione (GSH), “4” with 2 µL of mixture containing 60 µM of quercetin incubated with 100 

µM of H2O2 and 0.2 µM of TvVP2, “5” with 2 µL of mixture containing 60 µM of quercetin incubated 

with 100 µM of H2O2, 100 µM of GSH and 0.2 µM of TvVP2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

TvGSTO1C TvGSTO2C TvGSTO3C

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

A

B

1 : Phosphate buffer

2 : 80 µM of PAP-SG

3 : Mix [60 µM QUE + 100 µM H2O2 + 100 µM  GSH]

4 : Mix [60 µM QUE + 100 µM H2O2 + 0.2 µM TvVP2]

5 : Mix [60 µM QUE + 100 µM H2O2 + 100 µM GSH + 0.2 µM TvVP2]
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Discussion 

Wood decayers fungi have to deal with complex substrates containing different potential toxic 

molecules. To deal with these molecules, these fungi have both developed efficient extracellular 

enzymatic systems and extended intracellular detoxification systems (Morel et al., 2013; Nagy et al., 

2017). In this study, we report the ability of T. versicolor BRFM 1218 strain to secrete a yellow liquid 

during its growth on rich medium (malt) and a brown/red liquid during oak wood degradation. We 

postulate that T. versicolor BRFM 1218 secretes exudate droplets in response to environmental stress 

such as a carbon deficiency and also in presence of potential toxic compounds from wood.  

A proteomic analysis revealed, in these exudates, the presence of enzymes involved in extracellular 

degradation of aromatic molecules including manganese peroxidases and a versatile peroxidase which 

belong to the class II peroxidases and also a dye-decolorizing peroxidase. These enzymes are able to 

oxidize a broad variety of substrates (Hofrichter, 2002 ; Pollegioni et al., 2015a). Moreover, this 

proteomic analysis confirmed on malt, the presence of proteins belonging to the 

glutathione/thioredoxin-related systems. These intracellular antioxidant systems are central systems 

regulating the redox state of the cells (Navrot et al., 2007) and were induced for instance in 

Phanerochaete chrysosporium in presence of oak extracts (Thuillier et al., 2014a). In the other hand, 

enzymes involved in the detoxification system have been also detected such as glutathione 

transferases. Recently, the proteome of Bjerkandera adusta, a white-rot fungus, has been analyzed 

when the fungus grows on beech sapwood. This proteome was composed of membrane transporters 

(major facilitator superfamily), sugar-metabolizing protein like carbohydrate-active enzymes 

(CAZymes), enzymes involved in the detoxification processes: for example cytochrome P450 

monooxygenases and glutathione transferases (Moody et al., 2018). In our study, we did not identify 

cytochromes P450 monooxygenases in the secretomes.  

However, five glutathione transferases (GSTs) were detected on exudate produced on malt and one of 

them was also identified in oak secretome. This GST, named TvGSTO1C belong to the type III omega 

class. We characterized the biochemical properties of TvGSTO1C. Firstly, the mass spectrometry 

analysis indicated that the native form of the protein contains a molecule of glutathione linked by a 

covalent bond. This glutathione confers a higher thermal stability to TvGSTO1C. The presence of 

glutathione has also been observed for omega glutathione transferases from another white rot fungus, 

Phanerochaete chrysosporium (PcGSTO3 and PcGSTO4) (Meux et al., 2011b ; 2013b). Concerning 

the functional abilities of TvGSTO1C, this enzyme exhibited thioltransferase and deglutathionylation 

activities. These activities were also noticed for PcGSTO3 and PcGSTO4 (Meux et al., 2011b ; 

2013b). In comparison, TvGSTO1C possesses a lower catalytic constant for the deglutathionylation 

activity than PcGSTO3 (19 s
-1

) and PcGSTO4 (180 s
-1

). Moreover, TvGSTO1C has also a lower 

thioltransferase activity toward HED compared to PcGSTO3 (16 s
-1

) and PcGSTO4 (20 s
-1

).  
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A high throughput screening method has been used for searching potential ligands for TvGSTO1C. In 

presence of oak extractives, the denaturation temperature of TvGSTO1C was increased. It’s known 

that flavonoids are found in the chemical composition of oak wood, in particular quercetin and 

catechin (Zhang et al., 2015). The thermal effect of both flavonoids was tested and the results obtained 

were different. Indeed, quercetin stabilizes TvGSTO1C whereas catechin decreases the Td. The 

stabilising effect of quercetin was also observed for other isoforms of the omega class from Trametes 

versicolor (Schwartz et al., 2018).  

In order to mimic the two possible steps (oxidation and conjugation) which could occur in the 

exudates, we established an enzymatic model based on the combining of the simultaneous action of 

one versatile peroxidase (TvVP2) and TvGSTO1C. The results showed that the oxidation of quercetin 

mediated by TvVP2 in presence of H2O2 allowed to product electrophilic groups which could undergo 

a nucleophilic attack from glutathione which produced glutathionylated compounds. These conjugated 

compounds might be recognized by TvGSTOCs. In plants, it has been showed that some GSTs 

belonging to the lambda class, are able to recognize glutathionylated quercetin (Dixon, Edwards, 

2010c ; Lallement et al., 2014a). Thereafter; it will be interesting to identify the binding site involved 

in the recognition of the potential glutathionylated compound (either in the H-site or either in the L-

site at the dimer interface). 

Taking together of these results, we can suggest that TvGSTO1C could at least have two roles in 

exudates. Firstly, the ability to catalyze deglutathionylation and thioltransferase reactions would confer 

to TvGSTO1C the ability to regulate the activity of other proteins by changing their redox state 

(reduction of disulfide bridges and removing glutathionylated groups). Secondly, the ability to interact 

with wood molecules resulting of the wood degradation and could contribute to the survival of T. 

versicolor. 

The white-rot fungus, Trametes versicolor has to cope with various extractives (for example 

polyphenols and terpenes) released during wood degradation. From this study, we suggest that the 

production of such exudate could be a way for the fungus to complete these detoxification processes 

allowing extracting and concentrating the potential toxic molecules found in wood. The formation of 

the mycelial network could be a way to translocate substances within hyphae to dilute them. This 

mechanism has been particularly well studied in mycorrhizal fungi and also shown for the transport of 

polycyclic aromatic pollutants (Furuno et al., 2012; Banitz et al., 2013). In this latter case, the toxic 

molecules are translocated through the fungal hyphae via cytoplasmic streaming (fungal pipelines) 

(Furuno et al., 2012). This kind of fungal active transport could be also involved in the wood 

degradation process mediated by white-rot fungi allowing them to remote potential toxic molecules 

from wood. Further experimental studies are therefore required to confirm this hypothesis.  
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Experimental procedures 

Materials 

1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB, 99% MW 202.55), 2-hydroxyethyl disulfide (HED, 95%, MW 

154.25) were purchased from Acros Organics (Geel, Belgium). The glutathionylated substrates: 

glutathionyl-phenylacetophenone (GS-PAP) has been in vitro synthesized as previously (Meux et al., 

2011b). 1,4-dithiothreitol (DTT) was bought from Euromedex (Souffelweyersheim, France). L-

glutathione reduced, phenethyl isothiocyanate (PEITC), benzyl isothiocyanate (BEITC), cumene 

hydroperoxide (CuOOH), pinocembrin (PINO), scutellarein (SCUT), baicalein (BAIA), chrysin 

(CHRY), naringenin (NARE), catechin hydrate (CATE), quercetin (QUER), oxyresveratrol (OXYR), 

naringin (NARI) were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Wogonin (WOGO) and 

wogonoside (WOSI) has been purchased from Extrasynthese (Genay, France) and Abcam (Cambridge, 

England, United Kingdom) respectively. The tested wood extracts provide from Deroy and 

collaborators (2015). 

Trametes versicolor strain 

BRFM1218 was collected from CIRM : Centre International de Ressources Microbiennes – 

Champignons Filamenteux, Marseille (https://www6.inra.fr/cirm). This strain has been isolated from 

oak wood and collected in France. The strain was maintained at 25°C on 4% malt agar slants. 

Secretome extraction 

One month colonized wood blocks were removed carefully from agar plates, the mycelium 

surrounding wood blocks being excised. The extraction of secretomes was performed by soaking the 

wood chips in 10 ml of potassium acetate buffer (100 mM pH 4.5) during 15 minutes at room 

temperature. The obtained secretome was conserved at -20°C before further analysis. 

Scanning electron microscopy and X-ray microanalysis  

Scanning electron microscopy (SEM) observations were performed using a Zeiss (LEO) 1450VP 

scanning microscope equipped with Energy Dispersive spectrometer (EDS) (SDD 80 mm2 X-Max, 

Oxford Instruments) and Wavelength Dispersive Spectrometer (WDS) (INCA Wave, Oxford 

Instruments).  

Proteomic analysis  

Short SDS-PAGE runs (pre-casted 4 to 12% Bis-Tris Mini Gels, Invitrogen, France) were performed, 

allowing proteins diafiltered from secretomes (15 μg) to migrate on a 0.5 cm length, and gels were 

stained with Coomassie blue (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). The electrophoresis lane was cut 

into two slices of gel (2 mm in width) and protein identification was performed using PAPPSO 

(“Plate-forme d'Analyse Protéomique de Paris Sud-Ouest”) platform facilities.  
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In-gel digestion was carried out according to a standard trypsinolysis protocol. Gel pieces were 

washed twice with 50% (v/v) acetonitrile (ACN), 25 mM NH4CO3 and incubated in the presence of 10 

mM dithiothreitol (DTT) for 1 hour at 56°C. After cooling, the supernatant was removed and the 

samples were incubated with 55 mM iodoacetamide at room temperature in the dark. Gel plugs were 

washed with ACN and then dried in a vacuum speed concentrator. Digestion was performed for 8 

hours at 37°C with 200 ng of modified trypsin (Promega, Charbonnières-les-Bains, France) dissolved 

in 25 mM NH4CO3. Tryptic peptides were first extracted with 50% (v/v) ACN, 0.5% (v/v) 

trifluoroacetic acid (TFA), and then with pure ACN. Peptide extracts were dried in a vacuum speed 

concentrator (Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France) and suspended in 25 μL of 2% 

(v/v) ACN, 0.05% (v/v) TFA and 0.08% (v/v) formic acid. HPLC was performed on a NanoLC-Ultra 

system (Eksigent, Les Ulis, France). Trypsic digestion products were first concentrated and desalted 

on a pre-column cartridge (PepMap 100 C18, 0.3 × 5 mm, Dionex, Thermo Fisher Scientific) with 

0.1% HCOOH at 7.5 μL/min−1 for 3 minutes. The pre-column cartridge was connected to the 

separating column (C18, 0.075 × 0.15 mm, Biosphere Nanoseparations, Nieuwkoop, The Netherlands) 

and the peptides were eluted with a linear gradient from 5 to 35% ACN in 0.1% HCOOH for 40 

minutes at 300 nL/min−1. On-line analysis of peptides was performed with a Q-exactive mass 

spectrometer (Thermo Fisher Scientific, United States), using a nanoelectrospray ion source. 

Ionization (1.8 kV ionization potential) was performed with a stainless steel emitter (30 μm inner 

diameter, Thermo Electron, Villebon sur Yvette, France). Peptide ions were analyzed using Xcalibur 

2.1 (Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France with the following data-dependent acquisition 

steps: (step 1) full MS scan (mass-to-charge ratio (m/z) 400 to 1,400, resolution 70,000) and (step 2) 

MS/MS (normalized collision energy =30%, resolution 17,500). Step 2 was repeated for the eight 

major ions detected in step 1. Dynamic exclusion was set to 40 seconds. The raw mass data were first 

converted to mzXML format with the ReAdW software (SPC Proteomics Tools, Seattle, USA). 

Protein identification was performed querying MS/MS data against database from genome sequencing 

of Trametes versicolor strain FP-101664 SS1 (jgi 

http://genome.jgi.doe.gov/Trave1/Trave1.home.html), together with an in-house contaminant database, 

using the X!Tandem software (X!Tandem Cyclone, Jouy en Josas, France) with the following 

parameters: one trypsin missed cleavage allowed, alkylation of cysteine and conditional oxidation of 

methionine, precursor and fragment ion set at 2 ppm and 0.005 Da, respectively. A refined search was 

added with similar parameters except that semi-tryptic peptides, possible N-term acetylation, and 

histidine mono- and di-methylations were searched. All peptides matched with an E-value lower than 

0.05 were parsed with X!Tandem pipeline software. Proteins identified with at least two unique 

peptides and a log (E-value) lower than −2.6 were validated. A list of proteins and peptides with 

masses and log (E-value) is provided in Additional file 2. 
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Production and purification of proteins 

The production in E.coli (Rosetta2 DE3 pLysS strain, Novagen) and purification of the nine selected 

TvGSTOs (accession number in the JGI database: TvGSTO1C: 157166; TvGSTO2C: 67635; 

TvGSTO3C: 60698; TvGSTO1S: Tv75639; TvGSTO2S: Tv56280; TvGSTO3S: Tv48691; 

TvGSTO4S: Tv65402; TvGSTO5S: Tv54358 and TvGSTO6S: Tv23671) were performed as 

explained previously (Deroy et al., 2015b). 

Reduction treatment on TvGSTOC 

The native His6-tagged TvGSTOC were reduced by using 1,4-dithiothreitol (DTT), a reducing agent. 

An excess of DTT with a concentration ten times more important than the protein was added in a 30 

mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA buffer containing the protein. After 2 hours of incubation at room 

temperature, the reduction reaction mixture was dialyzed in a 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM NaCl 

buffer in order to remove DTT. 

Mass spectrometry analysis 

Untreated and reduced forms of His6-tagged TvGSTOC were analyzed by direct introduction by 

electrospray ionization (ESI). 

Oligomeric state identification  

The oligomeric state of the untreated and reduced forms of TvGSTOC has been identified by using a 

fast protein liquid chromatography (FPLC, GE Healthcare, Äkta Purifier™, Box, pH/C, UV, P-900). 

An analytical size exclusion chromatography has been done at 10°C (UniEquip, Unichromat 1500) by 

injecting 200 µL of proteins (200 – 500 µg) in an appropriate column (GE Healthcare, Superdex™ 75 

10/300 GL) equilibrated in a 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM NaCl buffer with a flow rate of 0.3 

mL/min. The experimental masses were obtained with the help of a standard curve. 

Determination of free thiol groups 

To determine the number of free thiol groups, we used a spectrophotometric method based on the 

cleavage of the Ellman’s Reagent, 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DNTB) allowed by free 

cysteines. Untreated and reduced forms of TvGSTOC (10 µM) were incubated with 200 µM of DTNB 

in 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, SDS 1% for a final volume of 500 µL. The reaction mixture 

is incubated at room temperature during thirty minutes in the dark. After that, the absorbance of each 

condition was measured at 412 nm. The concentration of TNB, corresponding to the cleavage product 

of DNTB, was calculated by dividing the absorbance measured with the molar absorption coefficient 

(εTNB = 13900 M
-1

.cm
-1

). Then, the ratio between the concentrations of TNB and protein used were 

determined in order to obtain the number of free thiol group. For each condition, two replicates have 

been made. 
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Determination of the hydrodynamic diameter 

The hydrodynamic diameter of untreated and reduced forms for the three His6-tagged TvGSTOC was 

monitored using a switchSENSE® DRX-2400 instrument (Dynamic Biosensors GmbH, Planegg, 

Germany). First, the protein studied is prepared at 500 nM in a 10-mM sodium phosphate buffer, pH 

7.4, containing 40 mM NaCl, 0.05% Tween20, 50 µM EDTA, and 50 µM EGTA (PE40 buffer). After 

that, this solution of protein is injected in the instrument in order to be retained in a MPC-48-2-R1-S 

biochip. Inside this chip equilibrated in the PE40 buffer, real-time data have been obtain from the 

motion of His6-tagged proteins conjugated to DNA. These data were analyzed with a “lollipop” model 

allowing to give the hydrodynamic diameter (DH) of the protein sphere (for more information, see 

Langer et al., 2014). The measurements have been performed with four replicates. 

Enzymatic activities of the both subclasses toward synthetic substrates 

To check the functionality of the recombinant proteins after purification, we performed enzymatic 

tests for the nine enzymes. For the glutathionylation tests, three susbtrates have been tested: 1-chloro 

2,4-dinitrobenzene (CDNB), phenethyl isothiocyanate (PEITC) and benzyl isothiocyanate (BEITC). 

The measurement of these activities has been done by following the absorbance due to the formation 

of the glutathionylated product: 340 nm in the case of the CDNB (Habig et al., 1974), and 274 nm for 

both isothiocyanate compounds. According to the substrate tested, the solution buffer (in a final 

volume of 500 µL) was different; a 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA buffer in the case of the 

CDNB assays and a 100 mM phosphate buffer pH 6.4 for the isothiocyanate derivatives tests. All 

experiments were conducted at 25 °C. Several concentrations of CDNB (500 – 3000 µM), PEITC (25 

– 500 µM) and BEITC (25 – 500 µM) were used with a fixed concentration of reduced glutathione of 

1 mM added in the reaction mixture, excepted for tests with TvGSTO3S (4 mM).  

To check the reductase and the peroxidase activities of the TvGSTOs, several concentrations of 2-

hydroxyethyl disulfide (HED, 50 – 2000 µM) and cumene hydroperoxide (CuOOH, 100 – 2500 µM) 

were respectively tested by following the consumption of NADPH (at 340 nm) catalyzed by 

glutathione reductase. At 25°C, the reaction mixture was composed of a 500 µL of 30 mM Tris-HCl 

pH 8.0, 1 mM EDTA buffer containing 1 mM of reduced glutathione, 180 µM of NADPH, 0.5 units of 

yeast glutathione reductase. For all the experiments above, the analysis of data and the establishing of 

kinetic parameters have been performed as previously explained (Pégeot et al., 2014b).  

Kinetic parameters of the deglutathionylation activity for the nine isoforms towards S-glutathionyl-

phenylacetophenone (PAP-SG) have been performed by using high performance liquid 

chromatography. These enzymatic tests have been done as previously explained (Lallement et al., 

2014a).  
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Thermal stability assay 

These assays were performed as described in Deroy et al. (2015) in 96 well microplates (Harshell, 

Biorad) and the measurements were carried out using a real time PCR detection system (CFX 96 

touch, Biorad). The assays were achieved as follow: 5 μL of Tris-HCl (150 mM) pH 8 buffer, 2 μL of 

wood extracts (initial concentration of 10 mg/mL) or molecules (initial concentration of 1250 µM) or 

oxidation reaction products (from the filtered reaction mixture), 5 μL of proteins at a final 

concentration of 20 µM for TvGSTOC, 2 μL of SYPRO orange previously diluted 80-fold and 11 μL 

of ultra-pure water for a total volume of 25 μL per well. The plate was centrifuged 30 seconds at 

4000xg. The fluorescence was measured (at excitation at 485 nm and emission at 530 nm) each minute 

starting with 3 minutes at 5°C and increasing temperature from 5° to 95°C with a step of 1°C per 

minute. The denaturation temperature (Td), which corresponds to the temperature where 50% of the 

total fluorescence is measured, was determined by using the non-linear regression Boltzmann 

sigmoidal model in GraphPad Prism 6 software of the obtained data in presence of potential ligands. 

For each compound or reaction mixture tested, three replicates have been performed. As reference, 

similar experiments were conducted adding only dimethyl sulfoxide (DMSO) allowing the 

determination of TdRef. The thermal shifts (ΔTd) of the tested condition corresponding to the difference 

between the obtained Td and the TdRef were calculated. 

Natural plant molecules (catechin and quercetin) oxidation by peroxidases  

The potential relationship between peroxidases and glutathione transferases was studied as follows. 60 

µM of flavonoids were incubated for 10 minutes in presence of 0.2 µM peroxidases, the reaction 

mixture containing 100 µM of GSH and 100 µM of H2O2 in 100 mM phosphate buffer pH 5.8. After 

10 min of incubation at room temperature, reactional mixtures were filtered by using Centrikons 

(Amicon®Ultra Centrifugal Filters 0.5 mL 10K, Ultracel) and then used to test their potential effects 

on glutathione transferases (see below).  

Investigation of the binding property of TvGSTOC by using a fluorescent probe 

Interaction tests between 5-chloromethylfluorescein diacetate (Green CMFDA® - Invitrogen) and 

His6-tagged proteins were done by SDS-PAGE described as previously (Meux et al., 2013b) with 

some modifications. The emission of the fluorescent signal is due to the cleavage of the two esterase 

linkages. In a final volume of 90 µL composed of 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA buffer, 8 µM 

of protein, 80 µM of molecules (or 2 µL of oxidation reaction mixture) and 2 µM of green CMFDA® 

were added in the correct order. Then, the mixture is incubated ten minutes, at room temperature in the 

dark. After that, 10 µL of the mixture and 10 µL of Laemmli loading buffer were stirred together in 

order to be dropped in SDS-PAGE. The separation of fluorescent probe bound to the proteins was 

allowed during the migration. Finally, the decrease of the fluorescence of the probe fixed to the protein 

was observed by using Geldoc®.  
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Table S1: The most 200 abundant proteins detected in BRFM1218 exsudate produced on malt. Values 

correspond to the number of identified peptides corresponding to the protein. Prot ID and annotations 

are those retrieved from Trametes versicolor genome v1.0 at the JGI (Floudas et al., 2012). Fungal 

peroxidases, carbohydrate-active enzymes, enzymes involved in the antioxidant system (including 

glutathione reductase, peroxiredoxins, NADPH thioredoxin reductase, catalase and a manganese/iron 

superoxide dismutase) and glutathione transferases are represented in blue, red, green and orange 

respectively. 

Prot ID Malt 
 

Prot ID Malt 
 

Prot ID Malt 
 

Prot ID Malt 

116268 23,00 
 

175547 1,11 
 

83701 0,71 
 

19453 0,50 

48870 15,65 
 

145953 1,10 
 

50621 0,70 
 

27966 0,50 

28335 13,00 
 

140830 1,08 
 

30524 0,70 
 

40216 0,50 

103761 9,00 
 

111754 1,05 
 

30435 0,69 
 

74732 0,50 

30879 6,00 
 

127790 1,05 
 

39965 0,67 
 

72201 0,49 

31823 6,00 
 

28848 1,00 
 

70662 0,67 
 

171192 0,48 

31361 4,67 
 

138138 1,00 
 

67924 0,67 
 

151427 0,46 

58033 3,74 
 

66045 1,00 
 

67879 0,67 
 

140546 0,45 

62730 3,50 
 

75494 1,00 
 

51457 0,67 
 

159764 0,45 

25402 3,17 
 

61229 1,00 
 

131341 0,67 
 

161508 0,45 

74079 2,75 
 

131501 1,00 
 

156677 0,67 
 

154147 0,44 

51375 2,71 
 

56791 1,00 
 

173910 0,67 
 

175557 0,44 

134721 2,60 
 

30460 1,00 
 

27785 0,67 
 

48305 0,44 

29347 2,20 
 

60144 1,00 
 

134738 0,67 
 

110904 0,44 

56391 2,16 
 

131793 1,00 
 

149895 0,67 
 

175105 0,44 

27040 2,14 
 

175708 1,00 
 

25580 0,67 
 

27783 0,43 

37024 2,12 
 

48874 0,94 
 

168632 0,63 
 

155564 0,43 

110860 2,08 
 

174308 0,94 
 

120979 0,62 
 

55703 0,42 

144610 2,06 
 

138905 0,92 
 

144865 0,60 
 

112899 0,42 

104903 2,00 
 

37734 0,92 
 

49760 0,60 
 

110969 0,41 

69085 2,00 
 

51455 0,90 
 

56726 0,60 
 

25565 0,41 

159574 1,90 
 

161547 0,89 
 

59914 0,59 
 

143650 0,40 

157325 1,90 
 

127171 0,88 
 

132011 0,59 
 

127854 0,40 

144893 1,79 
 

54963 0,86 
 

115397 0,59 
 

48947 0,40 

30997 1,75 
 

129038 0,86 
 

46261 0,58 
 

42584 0,39 

28124 1,75 
 

138540 0,86 
 

156571 0,58 
 

39070 0,38 

156281 1,71 
 

172435 0,86 
 

30712 0,58 
 

72991 0,38 

64339 1,67 
 

157166 0,83 
 

127754 0,57 
 

121275 0,38 

23498 1,67 
 

117177 0,82 
 

29244 0,57 
 

57372 0,38 

170938 1,67 
 

73474 0,82 
 

40820 0,56 
 

69261 0,38 

141481 1,55 
 

48950 0,82 
 

117926 0,56 
 

175614 0,38 

26239 1,50 
 

33990 0,80 
 

73456 0,56 
 

27714 0,38 

42128 1,50 
 

35090 0,80 
 

158002 0,55 
 

68145 0,38 

173225 1,50 
 

28155 0,79 
 

109956 0,55 
 

22021 0,38 

62807 1,50 
 

53846 0,76 
 

122574 0,54 
 

109828 0,38 

172472 1,47 
 

36446 0,76 
 

34882 0,54 
 

26923 0,38 

152398 1,45 
 

75316 0,76 
 

52212 0,53 
 

66190 0,38 

37357 1,43 
 

68175 0,75 
 

68834 0,53 
 

26323 0,37 

52130 1,40 
 

37188 0,75 
 

158425 0,53 
 

41392 0,36 

44897 1,36 
 

171442 0,75 
 

45289 0,53 
 

130016 0,36 

151588 1,29 
 

115416 0,75 
 

159926 0,50 
 

60477 0,36 

130108 1,29 
 

68124 0,75 
 

68341 0,50 
 

134358 0,36 

130496 1,27 
 

167196 0,75 
 

40812 0,50 
 

142126 0,35 

131080 1,27 
 

34683 0,73 
 

46654 0,50 
 

116333 0,35 

151784 1,19 
 

126658 0,73 
 

173513 0,50 
 

147958 0,35 

28580 1,18 
 

112835 0,71 
 

29538 0,50 
 

26150 0,35 

144202 1,18 
 

111924 0,71 
 

110183 0,50 
 

172835 0,35 

63826 1,17 
 

158931 0,71 
 

114667 0,50 
 

32323 0,33 

52976 1,17 
 

115186 0,71 
 

153771 0,50 
 

58222 0,33 

174166 1,12 
 

145964 0,71 
 

158451 0,50 
 

33707 0,33 

(1-50) 
 

(51-100) 
 

(101-150) 
 

(151-200) 
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Table S2: All proteins detected in BRFM1218 exsudate produced on beech wood blocks. Values 

correspond to the number of identified peptides corresponding to the protein. Prot ID and annotations 

are those retrieved from Trametes versicolor genome v1.0 at the JGI (Floudas et al., 2012). Fungal 

peroxidases, carbohydrate-active enzymes, laccases and glutathione transferases are represented in 

blue, red, pink and orange respectively. 

Prot ID Oak 
 

 Prot ID Oak 
 

 Prot ID Oak 
 

Prot ID Oak 
 

 Prot ID Oak 

116268 7,00 
 

 75494 0,94 
 

 52130 0,40 
 

50621 0,20 
 

 174721 0,08 

28335 6,00 
 

 144893 0,93 
 

 147827 0,40 
 

40812 0,20 
 

 36519 0,08 

63826 5,67 
 

 112899 0,92 
 

 40820 0,39 
 

134226 0,20 
 

 148659 0,08 

110790 3,83 
 

 28580 0,91 
 

 39070 0,38 
 

74031 0,20 
 

 118266 0,07 

31361 3,67 
 

 118183 0,89 
 

 140830 0,38 
 

42128 0,20 
 

 175022 0,07 

143379 3,50 
 

 144202 0,88 
 

 133945 0,38 
 

49760 0,20 
 

 47993 0,07 

33056 3,25 
 

 69348 0,86 
 

 40186 0,38 
 

40829 0,20 
 

 133552 0,06 

124366 3,15 
 

 138138 0,82 
 

 111754 0,37 
 

55174 0,20 
 

 55634 0,04 

48870 3,05 
 

 147958 0,78 
 

 161547 0,37 
 

51497 0,18 
 

 144610 0,03 

134721 2,60 
 

 66045 0,78 
 

 54134 0,36 
 

26555 0,18 
 

 
  

125941 2,53 
 

 120979 0,77 
 

 148125 0,36 
 

48874 0,18 
 

 
  

168018 2,50 
 

 68175 0,75 
 

 69742 0,35 
 

132011 0,18 
 

 
  

112163 2,36 
 

 27714 0,75 
 

 53846 0,35 
 

159926 0,17 
 

 
  

30879 2,00 
 

 127754 0,71 
 

 43877 0,33 
 

175557 0,17 
 

 
  

141077 2,00 
 

 110860 0,71 
 

 147020 0,33 
 

57337 0,17 
 

 
  

150608 2,00 
 

 143650 0,70 
 

 151588 0,33 
 

157166 0,17 
 

 
  

31823 2,00 
 

 173904 0,69 
 

 62247 0,33 
 

45289 0,16 
 

 
  

103761 2,00 
 

 35444 0,68 
 

 68557 0,33 
 

70471 0,15 
 

 
  

29435 2,00 
 

 23498 0,67 
 

 33707 0,33 
 

134657 0,14 
 

 
  

166188 1,77 
 

 73474 0,64 
 

 48717 0,31 
 

72294 0,14 
 

 
  

38102 1,70 
 

 175614 0,63 
 

 60477 0,29 
 

113847 0,14 
 

 
  

58222 1,67 
 

 122574 0,62 
 

 129038 0,29 
 

48030 0,14 
 

 
  

115295 1,60 
 

 72935 0,60 
 

 19288 0,29 
 

67879 0,14 
 

 
  

37357 1,57 
 

 104903 0,60 
 

 153507 0,29 
 

138540 0,14 
 

 
  

162601 1,57 
 

 37188 0,58 
 

 109109 0,28 
 

44897 0,14 
 

 
  

39742 1,50 
 

 68023 0,57 
 

 176097 0,28 
 

158931 0,14 
 

 
  

46975 1,43 
 

 141481 0,55 
 

 126658 0,27 
 

119513 0,14 
 

 
  

141321 1,40 
 

 170938 0,52 
 

 158002 0,27 
 

41392 0,14 
 

 
  

138261 1,33 
 

 26239 0,50 
 

 164045 0,27 
 

24492 0,13 
 

 
  

172472 1,32 
 

 68341 0,50 
 

 55703 0,26 
 

49304 0,13 
 

 
  

59914 1,29 
 

 114132 0,50 
 

 39965 0,25 
 

47232 0,13 
 

 
  

66957 1,29 
 

 68145 0,50 
 

 51004 0,25 
 

32193 0,13 
 

 
  

54963 1,29 
 

 162729 0,50 
 

 36998 0,25 
 

68124 0,13 
 

 
  

37024 1,27 
 

 131501 0,47 
 

 40281 0,25 
 

30460 0,13 
 

 
  

62730 1,25 
 

 146232 0,46 
 

 171442 0,25 
 

160067 0,12 
 

 
  

161823 1,25 
 

 127171 0,46 
 

 74079 0,25 
 

47314 0,12 
 

 
  

161949 1,25 
 

 69055 0,45 
 

 169734 0,25 
 

73047 0,11 
 

 
  

45192 1,25 
 

 168624 0,44 
 

 30997 0,25 
 

43576 0,11 
 

 
  

29347 1,20 
 

 174308 0,44 
 

 43289 0,25 
 

74666 0,11 
 

 
  

70662 1,17 
 

 130597 0,43 
 

 91869 0,25 
 

166451 0,11 
 

 
  

58033 1,15 
 

 27131 0,43 
 

 169073 0,25 
 

154838 0,11 
 

 
  

159574 1,10 
 

 111924 0,43 
 

 56085 0,25 
 

26323 0,11 
 

 
  

145953 1,10 
 

 115416 0,42 
 

 110969 0,24 
 

70376 0,10 
 

 
  

30524 1,10 
 

 57902 0,42 
 

 61229 0,23 
 

173225 0,10 
 

 
  

136431 1,00 
 

 174508 0,41 
 

 72567 0,23 
 

34683 0,09 
 

 
  

25402 1,00 
 

 174166 0,41 
 

 151427 0,23 
 

113984 0,09 
 

 
  

133420 1,00 
 

 43578 0,40 
 

 154147 0,22 
 

130016 0,09 
 

 
  

151848 1,00 
 

 52416 0,40 
 

 121791 0,22 
 

43477 0,08 
 

 
  

32323 1,00 
 

 144865 0,40 
 

 116129 0,21 
 

47351 0,08 
 

 
  

69085 1,00 
 

 75316 0,40 
 

 35683 0,21 
 

175476 0,08 
 

 
  

(1-50) 
  

(51-100) 
 

 (101-150) 
 

(151-200) (201-209) 
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Table S3: All proteins detected in BRFM1218 exsudate produced on beech wood blocks. Values 

correspond to the number of identified peptides corresponding to the protein. Prot ID and annotations 

are those retrieved from Trametes versicolor genome v1.0 at the JGI (Floudas et al., 2012). Fungal 

peroxidases, carbohydrate-active enzymes, and a catalase are represented in blue, red and green 

respectively. 

Prot ID Beech 
 

Prot ID Beech 
 

Prot ID Beech 
 

Prot ID Beech 

62539 7,00 
 

36519 0,54 
 

43477 0,17 
 

176097 0,06 

33056 3,75 
 

52976 0,50 
 

114132 0,17 
 

55703 0,05 

30879 3,00 
 

159574 0,50 
 

174721 0,16 
 

46679 0,05 

116268 3,00 
 

26239 0,50 
 

131501 0,16 
 

39578 0,05 

134721 2,80 
 

67924 0,50 
 

111754 0,16 
 

133452 0,05 

103761 2,50 
 

112170 0,50 
 

161547 0,16 
 

61500 0,05 

29435 2,50 
 

173513 0,50 
 

135882 0,15 
 

110860 0,04 

173904 2,15 
 

37357 0,43 
 

148659 0,15 
 

58816 0,04 

38102 2,10 
 

69742 0,41 
 

51497 0,15 
   

162601 1,86 
 

125941 0,40 
 

69348 0,14 
   

32323 1,67 
 

151848 0,40 
 

54963 0,14 
   

112163 1,64 
 

104903 0,40 
 

113847 0,14 
   

62730 1,50 
 

109880 0,40 
 

126828 0,14 
   

40186 1,38 
 

159926 0,33 
 

138540 0,14 
   

31361 1,33 
 

168624 0,33 
 

128133 0,14 
   

63826 1,25 
 

66045 0,33 
 

131096 0,14 
   

136117 1,25 
 

23498 0,33 
 

121678 0,14 
   

70662 1,17 
 

58222 0,33 
 

19288 0,14 
   

112899 1,17 
 

175557 0,33 
 

144865 0,13 
   

25402 1,17 
 

62247 0,33 
 

147020 0,13 
   

45192 1,13 
 

159607 0,33 
 

110730 0,13 
   

48870 1,10 
 

172472 0,32 
 

33948 0,13 
   

166188 1,08 
 

48717 0,31 
 

160067 0,12 
   

136431 1,00 
 

144202 0,29 
 

59914 0,12 
   

28848 1,00 
 

134657 0,29 
 

58033 0,11 
   

54134 1,00 
 

60477 0,29 
 

121791 0,11 
   

28335 1,00 
 

48030 0,29 
 

56391 0,11 
   

89076 1,00 
 

129038 0,29 
 

50621 0,10 
   

143379 1,00 
 

127754 0,29 
 

145953 0,10 
   

175614 1,00 
 

138138 0,27 
 

74031 0,10 
   

110790 0,96 
 

161823 0,25 
 

130496 0,09 
   

150608 0,75 
 

39742 0,25 
 

131080 0,09 
   

147958 0,74 
 

168018 0,25 
 

69055 0,09 
   

66957 0,71 
 

173225 0,25 
 

28580 0,09 
   

30524 0,70 
 

144610 0,23 
 

148125 0,09 
   

114944 0,67 
 

133326 0,22 
 

57215 0,09 
   

133731 0,67 
 

141321 0,20 
 

130597 0,09 
   

109109 0,67 
 

72935 0,20 
 

27783 0,09 
   

43877 0,67 
 

118266 0,20 
 

51457 0,08 
   

64339 0,67 
 

27303 0,20 
 

75316 0,08 
   

133420 0,67 
 

175022 0,20 
 

61229 0,08 
   

37024 0,65 
 

40812 0,20 
 

170635 0,08 
   

144893 0,64 
 

52130 0,20 
 

154838 0,07 
   

124366 0,62 
 

152398 0,20 
 

130750 0,07 
   

29347 0,60 
 

140767 0,20 
 

44897 0,07 
   

75025 0,60 
 

117805 0,19 
 

116129 0,07 
   

47480 0,60 
 

141481 0,18 
 

61724 0,07 
   

39965 0,58 
 

174508 0,18 
 

174308 0,06 
   

46975 0,57 
 

26150 0,17 
 

141168 0,06 
   

154147 0,56 
 

52333 0,17 
 

30435 0,06 
   

(1-50) 
 

(51-100) 
 

(101-150) 
 

(150-158) 
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Table S4: Biochemical characterization of the three TvGSTOC. (A) Mass of native and reduced forms 

for the three TvGSTOC. The term « mass expected » corresponds to the theoretical mass given by the 

ExPASy ProtParam tool. (B) Mass of native and reduced forms of TvGSTOC after their size-

exclusion chromatography. (C) Thiol titration results for TvGSTOC. The thiol titration has been done 

in a 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, SDS 1% buffer with 10 µM of protein. (D) Determination 

of the hydrodynamic diameter of the three TvGSTOC. All of these measurements have been done in a 

10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 40 mM NaCl, 0.05% Tween20, 50 µM EDTA, 

and 50 µM EGTA (PE40 buffer) using 500 nM of protein. Data are represented as mean ± S.D. (n = 

4). 

(A) 

Protein 
Mass expected 

(Da) 

Mass of native 

proteins (Da) 

Mass of reduced 

proteins (Da) 

Difference of mass between 

native and reduced forms 

(Da) 

TvGSTO1C 26503.07 26808.89 26503.35 305.54 

TvGSTO2C 27254.98 27560.71 27255.62 305.09 

TvGSTO3C 30127.09 30433.30 30127.09 306.21 

(B) 

Protein Theoretical mass of the monomer (Da) 
Mass of proteins after size exclusion 

chromatography (Da) 

Native TvGSTO1C 26503.07 46874.86 

Reduced TvGSTO1C 26503.07 48565.74 

Native TvGSTO2C 27254.98 41816.72 

Reduced TvGSTO2C 27254.98 42147.32 

Native TvGSTO3C 30127.09 47806.84 

Reduced TvGSTO3C 30127.09 47806.84 

(C) 

Protein O.D (at 412 nm) 
Concentration of 

TNB (M) 

Ratio/Number of 

free cysteine 

Number of cysteine in  

the peptide sequence 

Native 

TvGSTO1C 
5.6 E-03 3.7 E-03 4.03 E-07 2.66 E-07 0.04 0.03 

1 
Reduced 

TvGSTO1C 
0.09 0.10 6.38 E-06 7.09 E+06 0.64 0.71 

Native 

TvGSTO2C 
2.9 E-03 4.7 E-03 2.09 E-07 3.38 E-07 0.02 0.03 

1 
Reduced 

TvGSTO2C 
0.10 0.11 6.96 E-06 7.84 E-06 0.70 0.78 

Native 

TvGSTO3C 
0.12 0.13 8.36 E-06 9.13 E-06 0.84 0.91 

2 
Reduced 

TvGSTO3C 
0.20 0.21 1.45 E-05 1.50 E-05 1.45 1.50 
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(D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S5: Denaturation temperatures of native and reduced TvGSTOC. The thermal shifts assays have 

been done in a final volume of 25 µL containing a 30 mM Tris-HCl pH 8.0 buffer, a concentration of 

protein of 20 µM, 2 µL of dimethyl sulfoxyde and 2 µL of SYPRO Orange sixty-two diluted. Data are 

presented as mean ± S.D. (n=3). 

Protein 

state 

Native 

TvGSTO1C 

Reduced 

TvGSTO1C 

Native 

TvGSTO2C 

Reduced 

TvGSTO2C 

Native 

TvGSTO3C 

Reduced 

TvGSTO3C 

Td (°C) 69.90 ± 0.10 51.92 ± 0.24 70.46 ± 0.35 48.37 ± 0.18 71.63 ± 0.20 47.62 ± 0.15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protein DH (nm) 

Native TvGSTO1C 4.43 ± 0.21 

Reduced TvGSTO1C 4.83 ± 0.25 

Native TvGSTO2C 5.88 ± 0.35 

Reduced TvGSTO2C 6.10 ± 0.34 

Native TvGSTO3C 5.50 ± 0.36 

Reduced TvGSTO3C 5.45 ± 0.17 
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Figure S1: Sequence alignment of Trametes versicolor GSTOs. The sixteen sequennces have been 

obtained from the genome of Trametes versicolor (v1.0) available on the Joint Genome Insititute 

website. The sequences were aligned with ClustalW Multiple alignment with 1000 repetitions. The 

sequence alignment was built on BioEdit sequence alignment software. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2: Chemical structures of the tested substrates. 
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2-Hydroxyethyl disulfide

(HED)

Glutathionyl-phenylacetophenone

(GS-PAP)
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Figure S3: Thermal effect of wood extracts from oak, beech, walnut tree and cherry-wood on the 

reduced form of TvGSTO1C (n=1). 
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Figure S4: Thermal effect of wood extracts from pine, spruce and cedar on the reduced form of 

TvGSTO1C (n=1). 
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Figure S5: Thermal effect of wood extracts from metasequoia, larch and sweet chestnut tree on the 

reduced form of TvGSTO1C (n=1). 
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Etude des GSTs de la classe Omega de Trametes versicolor ayant une sérine dans le site actif 

(TvGSTOS) - Recherche et découverte de ligands : les polyphénols. 

Article n°2: Molecular recognition of wood polyphenols by phase II detoxification enzymes of 

the white rot Trametes versicolor 

Mathieu SCHWARTZ†, Thomas PERROT†, Emmanuel AUBERT, Stéphane DUMARÇAY, 

Frédérique FAVIER, Philippe GÉRARDIN, Mélanie MOREL-ROUHIER, Guillermo MULLIERT, 

Fanny SAIAG, Claude DIDIERJEAN and Eric GELHAYE. 

† Co-auteurs. 

Publié dans Scientific Reports 

 

Après avoir caractérisé biochimiquement les trois isoformes ayant une cystéine catalytique, les six 

isoformes qui possèdent une sérine dans le site actif ont été ensuite étudiées. Ce second article traite de 

la recherche de substrats et/ou de ligands potentiels des six TvGSTOS.  

Une étude préliminaire basée sur l’étude de la thermostabilité des TvGSTOS vis-à-vis d’une banque 

de 27 molécules a montré qu’une classe chimique induisait des décalages thermiques importants : la 

classe des benzophénones. Le squelette moléculaire de base des benzophénones est composé de 2 

cycles aromatiques reliés par une fonction cétone.  

J’ai poursuivi les études d’interaction entre les TvGSTOS et les benzophénones en testant différents 

représentants de cette classe. Ces représentants diffèrent entre eux par le nombre et la position des 

groupements hydroxyles présents sur le squelette moléculaire des benzophénones. Dans un premier 

temps, les effets de 9 benzophénones sur la dénaturation thermique des six TvGSTOS ont été étudiés. 

En parallèle, des tests d’inhibition de l’activité de glutathionylation en présence des benzophénones 

ont permis d’estimer l’affinité entre la protéine et l’inhibiteur. Enfin, les molécules de benzophénones 

ayant donné les résultats les plus probants ont été utilisées dans des expériences de co-cristallisation 

afin d’identifier le site de fixation requis pour la reconnaissance de ces composés. Cette même 

combinaison d’approche biochimique et structurale a été de nouveau utilisée envers une autre classe 

de composés polyphénoliques : les flavonoïdes.  

Par ailleurs, des résultats antérieurs obtenus par la doctorante Aurélie Deroy, ont suggéré que les 

TvGSTOS interagissaient avec des extraits de bois provenant d’essences forestières de climat tempéré 

(Deroy et al., 2015a). Parmi ces extraits, certains contiennent des flavonoïdes. La dernière partie de cet 

article est consacrée à l’identification d’un ligand naturel issu d’un extrait acétonique de bois de 

merisier. La combinaison d’analyse en spectrométrie de masse, en résonance magnétique nucléaire 

ainsi que la méthode de cristallographie d’affinité a permis finalement d’identifier le composé 

responsable de l’interaction : la dihydrowogonine (Figure n°49).  
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Figure n°49 : Stratégie utilisée pour identifier un ligand naturel issu d’un extrait acétonique de bois de 

merisier : la dihydrowogonine. Les abréviations « CL-SM », « RMN » et « CM » désignent 

respectivement la chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse, la résonance 

magnétique nucléaire et la cristallographie macromoléculaire (image réalisée par Mathieu Schwartz). 
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ABSTRACT  

Wood decay fungi have complex detoxification systems that enable them to cope with secondary 

metabolites produced by plants. Although the number of genes encoding for glutathione transferases is 

especially expanded in lignolytic fungi, little is known about their target molecules. In this study, by 

combining biochemical, enzymatic and structural approaches, interactions between polyphenols and 

six glutathione transferases from the white-rot fungus Trametes versicolor have been demonstrated. 

Two isoforms, named TvGSTO3S and TvGSTO6S have been deeply studied at the structural level. 

Each isoform shows two distinct ligand-binding sites, a narrow L-site at the dimer interface and a 

peculiar deep hydrophobic H-site. In TvGSTO3S, the latter appears optimized for aromatic ligand 

binding such as hydroxybenzophenones. Affinity crystallography revealed that this H-site retains the 

flavonoid dihydrowogonin from a partially purified wild-cherry extract. Besides, TvGSTO6S binds 

two molecules of the flavonoid naringenin in the L-site. These data suggest that TvGSTO isoforms 

could interact with plant polyphenols released during wood degradation.  
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INTRODUCTION  

The microbial degradation of wood has been extensively studied due to its importance in organic 

matter recycling and its potential valorisation in many industrial domains. This degradation is mainly 

mediated by fungi and in particular by white-rot fungi which are able to degrade and mineralize all the 

wood components. Indeed, as early as in the middle of last century, this functional trait has been 

correlated to the ability of these fungi to secrete extracellular enzymatic systems able to degrade wood 

polymers 
1
. Due to the recent release of more than fifty fungal genomes, comparative genomic 

approaches have confirmed this correlation 
2,3

. Beyond these extracellular systems, recent studies have 

also confirmed the importance of intracellular detoxification systems in the fungal wood degradation 

process 
4
. These systems were thought to play essential roles in wood degradation. They allow fungi 

(i) to catabolize the oxidized compounds that result from lignin oxidation 
5
, and (ii) to cope with wood 

anti-microbial compounds, such as flavonoids, stilbenes or terpenes 
6,7

. The efficiency of these 

intracellular detoxification systems seems to be linked to the expansion of multigenic families 

involved in the oxidation phase such as cytochrome P450 mono-oxygenases and in the conjugation 

phase such as glutathione transferases (GSTs) 
6,8

. Similarly, such expansions are also found in 

herbivorous insects, where these multigenic families play key functions in the detoxification of plant 

defense chemicals and also in the evolution of metabolic resistance to chemical insecticides 
9-11

.  

Until now, in wood-decaying fungi, comparative genomic, biochemical, structural or physiological 

approaches gave only few insights concerning the function and specificity of these enzymes in the 

wood degradation process. This lack of knowledge is mainly due to the absence of specific substrates 

that would allow discriminating between the isoforms. The expansion of the GST family in these fungi 

mainly concerns three phylogenetic classes, named GSTFuA, Ure2p and GST Omega (GSTO) 
12

. We 

had suggested that the fungal-specific GSTFuA class could be involved in the catabolism of lignin-

derived molecules 
13

. A recent study confirmed that a GSTFuA isoform from Dichomitus squalens 

(Ds-GST1) selectively cleaves the β-O-4 aryl ether bond of a dimeric lignin model leading to a 

glutathione derivative 
14

. The Ure2p class can be divided into two subclasses with distinct structural 

and biochemical properties. Ure2pAs possess the classic GSH transferase activity while Ure2pBs 

display a deglutathionylation activity 
15

. Interestingly, bacterial orthologs of Ure2pB (named GSTs 

Nu) act as glutathione lyases in breaking the β-aryl ether bond of lignin 
16

. GSTOs are involved in 

detoxification pathways via deglutathionylation reactions
17

 and two GSTO isoforms of Phanerochaete 

chrysosporium (PcGSTO3 and PcGSTO4) bind terpenes 
18

. In Trametes versicolor, some GSTO 

isoforms interact with different wood extractives and obviously the chemical composition of the 

extracts is important in this respect 
19

.  
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To further explore this issue, we have conducted biochemical and crystallographic studies on the 

interactions of six GSTOs from T. versicolor with chemical libraries. We showed that these GSTOs 

exhibit distinct affinity patterns, particularly with benzophenones and flavonoids. An affinity 

crystallography approach allowed the isolation of a flavonoid from a partially-purified wild-cherry tree 

extract. This ligand specific to one GSTO isoform was characterized as dihydrowogonin using 

multiple approaches. All these results and the recent literature support the conclusion that GSTs of this 

class interact with wood polyphenolic compounds. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

TvGSTO3S interacts with hydroxybenzophenones 

Thermal shift assay (TSA) is a high-throughput ligand-screening method based on the modification of 

protein thermal denaturation. Along a gradient of temperature, the denaturation is followed by 

monitoring fluorescence enhancement of a probe (SYPRO
®
 Orange) that binds to protein hydrophobic 

patches upon denaturation process. TSA has been successfully used to detect interactions between 

proteins and libraries of molecules 
20

. It allowed us to identify chemical families of compounds that 

interact with TvGSTOs and prompted us to investigate more deeply the case of TvGSTO3S with 

hydroxybenzophenones (HBPs), in particular by conducting a structural analysis of protein-ligand 

complexes. 

First, the interactions between a chemical library of 27 compounds and six TvGSTOs were explored 

using TSA (Supplementary Figure S1). The tested compounds were chosen either for their presence in 

wood or their reactivity with GSTs 
19

. The six TvGSTOs (named TvGSTO1S to TvGSTO6S) used in 

this study are representatives of the twelve TvGSTOs that have a catalytic serine, while four others 

have a cysteine instead. The obtained results show patterns of interaction that distinguish each isoform 

from the others. Indeed, a few compounds significantly increased the stability of TvGSTO1S, 3S and 

6S, i.e. they show a variation of the denaturation temperature ∆Td > 5°C. On the contrary, most 

chemical compounds induced a destabilizing effect on TvGSTO5S and 2S (∆Td < 0°C), whereas the 

chemical library had little impact on TvGSTO4S thermal stability. In the case of TvGSTO3S, the 

compounds that increased protein stability all belong to the same chemical family, namely 

hydroxybenzophenones (HBPs). Benzophenones are present in plant extracts 
21

 and also in wood 

extractives, for example in oak heartwood 
22

. 

A set of commercially available HBPs with various numbers and positions of hydroxylation on their 

rings A and B (Table 1) was tested by using TSA with the six TvGSTOs. It confirmed that 

TvGSTO3S has a significant affinity for HBPs. For this isoform, a group of molecules (2,4-, 3,4-, 

4,4’-, 2,3,4- and 2,4,4’- HBPs) corresponding to compounds with at least two hydroxyl groups on ring 

A and no more than one hydroxylation on ring B stand out for their causing large increases in the 

melting temperature of TvGSTO3S. Oppositely, 2,2’-, 4,4’-, 2,2’,4,4’- HBPs and the unsubstituted 

benzophenone had little or no effect on the thermal stability of TvGSTO3S. The replacement of the 4-

hydroxyl group of 2,4-HBP by a methoxy group nullified the observed thermal shift. 
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Molecules Structures TvGSTO1S TvGSTO2S TvGSTO3S TvGSTO4S TvGSTO5S TvGSTO6S 

Benzophenone 

 

NS NS NS NS NS NS 

2,2’- Dihydroxy 

benzophenone 

 

NS NS NS NS NS NS 

2,4- Dihydroxy 

benzophenone 

 

2.05°C 2.56°C 5.69°C NS NS 1.63°C 

3,4-Dihydroxy 

benzophenone 

 

0.98°C NS 4.36°C 2.77°C NS NS 

4,4′-Dihydroxy 

benzophenone 

 

NS NS 1.67°C NS NS NS 

2,3,4-Trihydroxy 

benzophenone 

 

1.13°C 2.92°C 4.96°C 1.76°C -12.89°C 4.15°C 

2,4,4′-Trihydroxy 

benzophenone 

 

2.74°C 2.03°C 2.87°C NS NS 1.28°C 

2,2′,4,4′-

Tetrahydroxy 

benzophenone 

 

3.74°C 0.74°C NS NS NS 3.40°C 

2-Hydroxy-4-

methoxy 

benzophenone 

 

NS NS NS NS NS NS 

Table 1. Summary of the results obtained for TvGSTOs with benzophenone compounds by 

thermal-shift assays. A ∆Td value is only given if the denaturation temperature is significantly 

modified in the presence of compounds, with respect to incubation with DMSO only. “NS” means that 

the denaturation temperature has not changed significantly. 

For further insights into these findings, a structure/function relationship study focused on the analysis 

of TvGSTO3S-ligand interactions was initiated. The structure of apo TvGSTO3S was determined by 

X-ray crystallography at a resolution of 1.35 Å (Supplementary Table S1). It has a typical GST fold 

where the N-terminal thioredoxin domain of one monomer cross-interacts with the C-terminal all-

helical domain of the second one, and vice-versa (Figure 1). TvGSTO3S shares the highest sequence 

identity with Omega GSTs, though its closest structural homologs identified by PDBeFold 23 are Tau 

GSTs. The resemblance between these two classes was already discussed for a wheat Tau GST 
24

. 

However, TvGSTO3S has unique features that distinguish it from previously described GSTs. They 

mainly include an elongation of the loop between β3 and β4 and an additional helix α6’ (Supplementary 

Figure S2).  
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Figure 1. Overall views of Trametes versicolor GSTO3S structure in complex with glutathione 

and 2,4 hydroxy benzophenone (left panels) and GSTO6S structure in complex with naringenin 

(right panels). In each case, structures are depicted in cartoon mode with ligands shown as spheres 

and sticks (glutathione in green, 2,4 HBP and naringenin in yellow). N-terminal domains are shown in 

light colors (white for GSTO3S, cyan for GSTO6S) and C-terminal domains are shown in deeper 

colors (grey for GSTO3S, blue for GSTO6S). Black arrows indicate positions of glutathione binding 

site (G-site), hydrophobic binding site (H-site) and ligandin site (L-site). In each case is represented 

one physiological dimer that typifies the structure of GSTs where the N-terminal domain (secondary 

structure β1α1β2α2β3β4α3) of one monomer cross-interacts with the C-terminal domain 

(α4α5α6α6’α7α8α9) of the second one, and vice-versa.  

The N-terminal end of TvGSTO3S helix α1 harbors a serine as the catalytic residue instead of the 

cysteine found in the other GSTOs structurally characterized so far 
17,25

. It enables efficient GSH-

transferase activity towards usual synthetic substrates and disables reductase activity (Supplementary 

Table S2). In order to get a detailed picture of the ligand binding sites of TvGSTO3S, we determined 

the structures of several complexes with free GSH, or two glutathionylated derivatives GS-R 

(glutathionyl-dinitrobenzene GS-DNB, glutathionyl-phenylacetophenone GS-PAP), or the HBPs 

identified by TSA (2,4-, 3,4-, 2,3,4-, 2,4,4’- HBPs) (Supplementary Table S1). TvGSTO3S harbors a 

canonical GSH binding site (G-site) made up of polar residues from the N-terminal domain which 

stabilizes the glutathionyl moiety (GS-) of the tested ligands (Figure 1, Supplementary Figures S3 and 

S4).  
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On the contrary, the hydrophobic binding site (H-site) which hosts the -R group of the GS-R ligand 

has a singular shape relative to most GSTs. While a large open valley is usually observed in a cleft 

between the two domains 
26

, TvGSTO3S exhibits a well-delineated cavity deeply inserted between 

helices α4 and α6 of the C-terminal domain. The crystal structures of the different complexes show that 

this pocket is perfectly suited to accommodate polyaromatic ligands, due to its strong hydrophobic 

character, while two polar residues are found at the entrance close to the G-site (Supplementary Figure 

S3). The phenylacetophenone group of GS-PAP fully fills the cavity, contrary to the more polar -R 

group of GS-DNB that does not enter it and is only slightly stabilized at its entrance, at the interface 

with the G-site (Supplementary Figure S4).  

The four HBPs (2,4-, 2,3,4-, 3,4- and 2,4,4’- HBPs) that were previously identified by TSA also bind 

to TvGSTO3S H-site (Figure 2 and Supplementary Figure S5). Overall, their phenyl ring B (Table 1) 

sits deep at the bottom of the pocket and interacts via π-stacking with aromatic amino acid side chains. 

Their di- or tri-hydroxylated phenyl ring A is closer to the entrance of the cavity and forms hydrogen 

bonds with polar side chains and water molecules. In more detail, two distinct HBP conformations are 

observed (i) for 2,4-, 2,3,4- and 3,4-HBPs, and (ii) for 2,4,4’- HBP, respectively (Figure 2). Both 

conformations are common for this family of molecules in the solid state 
27

. In (i), the central ketone 

group of HBPs is stabilized via a well conserved water molecule present in all structures, while this 

interaction no longer exists in (ii). For the latter, a new hydrogen bond allows accommodation of the 

4’ hydroxyl group at the bottom of the cavity. The presence of this additional 4’ hydroxyl group 

probably accounts for the distinct conformation (ii) observed in the H-site.  

Finally, another attempt was made to get the structure of a complex between TvGSTO3S and the 

compound 2,2’,4,4’-HBP, but no electron density was observed for this putative ligand. These results 

not only correlate with TSA, but also with the binding affinities of HBPs for TvGSTO3S which were 

assessed from their capacity to inhibit the GSH-transferase activity towards phenethyl isothiocyanate 

(PEITC). Indeed, the same four HBPs differentiate from the others in the sense that only their Ki 

values were measurable and found in the µM range (Supplementary Table S3). Altogether, our 

crystallographic and enzymatic results suggest that the TvGSTO3S H-site is selective for HBPs whose 

ring B is totally hydrophobic and stabilized at the bottom of the pocket or bears one hydroxyl group in 

para position whereas ring A is di- or tri- hydroxylated and stabilized at the entrance of the H-site. As 

shown with TSA, other TvGSTO isoforms also interact with HBPs, each with its own selectivity. The 

discovery of HBPs as potential ligands for TvGSTOs echoes previous results concerning 

metabolization of these small molecules by the fungus. For instance, the sunscreen agent BP3 (2-

hydroxy, 4-methoxy benzophenone) is metabolized by T. versicolor into various HBPs (2,4-, 4,4’- and 

4- HBPs) by cytochrome P450 with no oxidation by extracellular laccases 
28

 suggesting the importance 

of intracellular systems to detoxify benzophenones, including phase II enzyme GSTs. 
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Figure 2. Binding of 2,4- and 2,4,4’- hydroxy benzophenones in GSTO3S hydrophobic binding 

site. Stereoviews of sections of the GSTO3S complex structures with 2,4-HBP (top view) and 2,4,4’-

HBP (bottom view) are shown. TvGSTO3S H-site is a well-delineated cavity deeply inserted in 

between helices α4 and α6 of the C-terminal domain. It is perfectly suited to accommodate 

polyaromatic ligands, due to its strong hydrophobic character given by the aromatic side chains of 

F123, W127, F128, F168, the aliphatic parts of R171 and Y175, completed with polar residues (Y17 

and R124) at the cavity entrance close to the G-site. Polar intermolecular contacts are materialized as 

dashed lines. Surrounding side chains are represented in sticks. HBPs are shown as yellow sticks and 

spheres. 2mFo-DFc composite omit maps shown at 1.0 σ around HBPs were calculated by PHENIX. 
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TvGSTOs interact with flavonoids 

In a recent paper, we suggested that GSTs from saprotrophs could interact with flavonoids, which are 

phenolic compounds as HBPs and present in wood extracts 
19

. In order to refine our results, TSA was 

used to test a set of commercial flavonoids for their interaction with TvGSTOs. Some of the putative 

complexes were further investigated by X-Ray crystallography. For the first time in GSTs, one 

structure revealed a symmetrical ligandin site (L-site) filled with a pair of interacting ligands.  

As observed for HBPs, TSA shows that each TvGSTO has its own interaction profile with flavonoids 

and that these interactions are largely related to the number and positions of the hydroxyl groups on 

the aromatic rings (Supplementary Table S4). While TvGSTO4S and 5S show variable or weak 

responses to flavonoids, TvGSTO1S, 2S, 3S and 6S mainly show positive shifts of their denaturation 

temperature. For instance, all molecules but catechin affected TvGSTO6S. Interestingly, these 

flavonoids were recently detected by mass spectrometry in T. versicolor fructifications. Their presence 

might arise from trees or soils on which the fungi grow 
29

. 

The crystal structure of TvGSTO6S was solved at 1.45 Å resolution (Supplementary Table S1). As 

expected, it reveals the same overall fold than TvGSTO3S (rmsd 0.78 Å, 183 aligned Cα per 

monomer). While G-sites are made of similar polar residues, differences are observed at the H-site and 

at the interface between monomers (Figure 3). The lack of a structure with a ligand that binds in 

TvGSTO6S H-site precluded its detailed description. However, when compared with the equivalent 

region of TvGSTO3S, significant differences are readily apparent in TvGSTO6S. Most of the residues 

that line the benzophenone binding site of TvGSTO3S are different. In addition, the extension of the 

C-terminal α-helix by two extra turns leads to an open and shallow H-site, contrary to the buried H-site 

in TvGSTO3S covered and closed by the loop corresponding to the extra turns. There are also slight 

differences between the dimer-interfaces of both isoforms. Most residues at the interface are 

conserved, except for a few ones situated in helix α4 (Figure 3). The larger residues of TvGSTO6S 

(L112 and T115 instead of T110 and A113 in TvGSTO3S) and the loss of the inter-monomer 

interaction between Y118 (replaced by E120 in TvGSTO6S) and E80 present in TvGSTO3S probably 

account for a more open dimer in TvGSTO6S. Its interface residues form a pocket centered on the 

two-fold axis of the dimer (rectangular section of 8x6 Å2), larger than the equivalent region found in 

TvGSTO3S (rectangular section of 7x4 Å2, Supplementary Figure S6). This region hosts a third 

binding site named the ligandin site (L-site) in human GST Omega 1 (hGSTO1) 
30

. 
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Figure 3. Structural comparison of TvGSTO3S and -6S isoforms showing differences between 

H-sites and L-sites. The structures shown are TvGSTO3S in complex with 2,4-HBP (top left) and 

TvGSTO6S in complex with naringenin (top right). In both cases, helix α9 and the C-terminal tail 

were removed from structures for clarity. Monomers A and B are colored white and grey, respectively. 

2,4-HBP and naringenin molecules are represented as yellow sticks. H-site and L-sites residues are 

colored cyan and grey respectively in the structures (highlighted cyan and grey respectively on the 

structural alignment). G-site residues are highlighted green in the sequences and are not shown on 

structures for clarity. Catalytic serine is highlighted yellow in the sequences. Secondary structures 

elements (based on TvGSTO6S) are labelled and shown using arrows (β-strands) and squiggles 

(helices). Helix α9 extra turns in TvGSTO6S are colored red on the sequence alignment.  

In order to determine the structure of a complex between TvGSTO6S and a flavonoid, several 

candidate molecules were chosen for soaking experiments. Crystals of TvGSTO6S were unstable and 

brittle and required some tricks to prepare complexes. Among the trials performed, one was successful 

where the droplet that gave rise to TvGSTO6S crystals was deposited for a few hours on a surface 

previously coated with naringenin (chemical structure in Supplementary Table S4). The structure of 

the complex was solved at a resolution of 2.3 Å (Figures 1 and 4, Supplementary Table S1). Two 

naringenin molecules bind in the pocket described above, which constitutes the L-site of TvGSTO6S 

(Figures 1 and 4). Each naringenin aromatic ring stacks with its symmetrical equivalent in an 

energetically-favored association (-13.64 kcal/mol calculated by DFT). A pair of stacked flavonoids 

was already observed bound to dihydroflavonol 4-reductase, however in a head to tail arrangement in 

the active site of the enzyme, with no dimer symmetry 
31

.  
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In TvGSTO6S, the naringenin pair fits the apolar environment formed by the neighboring aliphatic 

part of the side chains of both monomers (L84, V85, R111, T115, E118 and T119) while a hydrogen 

bond with E88 stabilizes one of the flavonoid hydroxyl groups. L-sites at the dimer interface were 

previously described for hGSTO1 (pdb code 4is0) 
30

 and for Arabidopsis thaliana GST Phi 2 

(AtGSTF2, pdb code 5a4v) 
32

 however with one ligand only. In hGSTO1, the L-site is positioned at a 

location similar to TvGSTO6S and shows conserved patches of hydrophobic residues along helix α3 

(Supplementary Figure S2). Interestingly, E88 that stabilizes naringenin in TvGSTO6S is conserved in 

hGSTO1 (E91) where its side chain is found near the nitrophenacyl moiety of the glutathione adduct. 

The case of AtGSTF2 is quite different. A quercetin molecule sits at the opposite side of the dimer 

interface, near the C-terminal end of helix α3 and the N-terminal end of helix α4.  

Figure 4. Binding of naringenin in GSTO6S non-catalytic ligandin site. Stereoview of a section of 

the GSTO6S complex structure with a pair of naringenin molecules is shown. GSTO6S ligandin site is 

an hydrophobic pocket inserted at the interface of the dimer, between helix α3 and α4 of both 

monomers around the dimer 2-fold axis. The apolar environment is formed by the aliphatic part of the 

side chains of both monomers (L84, V85, T115, E118) while a hydrogen bond with E88 stabilizes one 

of the flavonoid hydroxyl groups. Polar intermolecular contacts are materialized as dashed lines. 

Surrounding side chains are represented in sticks. Naringenin is shown as yellow sticks and spheres. 

2mFo-DFc composite omit map shown at 1.0 σ around the ligand was calculated by PHENIX. 

Structural comparisons suggest that Omega GSTs have two hydrophobic ligand-binding sites: an H-

site near α4 and α6 and an L-site at the dimer interface. In the case of TvGSTO6S, the L-site can 

accommodate flavonoids. The alignment of the solved structures with the sequences of TvGSTO1S, 

2S, 4S and 5S shows variations at the putative H- and L-sites (Supplementary Figure S2), which could 

explain the isoform-specific TSA patterns. 
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Fishing of a flavonoid from a wild-cherry heartwood extract by affinity crystallography 

One of the biggest challenges in GST characterization is the identification of natural ligands 
33

. 

Affinity crystallography is a very new method that was recently conceived to select and identify new 

inhibitors from natural crude extracts as potent drug scaffolds for pharmaceutical targets 
34

. We 

successfully applied this method on TvGSTO3S crystals to isolate the flavonoid dihydrowogonin from 

a partially purified wild-cherry extract. 

Acetonic extracts of wild-cherry heartwood were fractioned by reverse chromatography. The potential 

inhibition of the various fractions on TvGSTO esterase activity was analyzed using both 

chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) and methylumbelliferyl acetate (MUA) as substrates 

(Figure 5). In previous studies 
13,19

, these substrates had increased fluorescence detection sensitivity 

and prevented quenching effects of wood extracts. The fractions that eluted after 46 and 47 min 

induced a strong inhibition of both measured activities. The pooled mixture was tested for its ability to 

interact with TvGSTO3S using TSA. A positive 4.8°C shift of the observed ∆Td confirmed the 

presence of potential TvGSTO3S ligands. Analysis of this solution by LC-MS revealed the presence 

of at least two compounds with molecular masses of 254 and 286 g.mol
-1

 respectively (Figure 5). The 

46-47 min eluate also analysed by H
1
NMR (spectrum shown in Figure 5) exhibited characteristic 

signals of a flavanone skeleton with, in addition, typical methyloxy group singlets at 3.75 or 3.81 ppm. 

At this stage, several compounds already described in the extractives composition could correspond to 

such data (e.g. dihydrowogonin or sakuranetin)
35-37

 so that it was impossible to definitively assign the 

molecular structures, particularly concerning the MeO group position either on the ring A or B (Figure 

5). 

Affinity crystallography was then used to further elucidate the interactions between TvGSTO3S and 

compounds present in the 46-47 min eluate. This approach assumes that a complex can form when the 

protein is mixed with a partially purified mixture of molecules containing potential ligands. We re-

suspended the dried eluate with a minimal volume of DMSO to obtain a concentrated mixture (100 

mg/mL) suitable for TvGTO3S crystallization. The addition of 2.5% of the concentrated solution in 

the mother liquor produced co-crystals as observed from the electron density peak in the H-site. High 

quality of the signal together with the NMR and MS data led to unambiguous identification of 

dihydrowogonin (Figure 5).  
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Figure 5. Combined approach including affinity crystallography revealed dihydrowogonin 

bound to TvGSTO3S hydrophobic site. A. Normalized inhibition of esterase activity with substrates 

CMFDA and MUA is shown. Fractions 46-47 min that inhibited both activities were selected for 

further analysis. B. MS analysis in positive (bottom panel) and negative (top panel) modes revealed 

two major compounds. C. 
1
H-NMR spectrum showed the structural features of flavanones. Affinity 

crystallography allowed the elucidation of the flavanone dihydrowogonin. Its 
1
H-NMR data 

37
 are 

indeed found on the spectrum of the mixture : numbers in parenthesis are the typical chemical shifts 

for dihydrowogonin and numbers in blue correspond to the values obtained in the present study. 

Integration values of 2 methoxy groups allowed evaluation of maximum abundance of 

dihydrowogonin in the fractions (numbers in red). D. Electron density of dihydrowogonin in structure 

of TvGSTO3S crystallized in presence of 46-47 eluate. The map shown is a 2mFo-DFc composite 

omit map contoured at 1 σ. E. Chemical structure of dihydrowogonin. 

This flavonoid was previously identified in Prunus avium heartwood and described as a flavanone 
35

. 

Interestingly, its corresponding flavone (wogonin) was shown to strongly inhibit the GSH-transferase 

activity of TvGSTO3S towards PEITC (KI = 2.89 ± 1.24 µM, Supplementary Table S5), while no 

inhibition was detected for TvGSTO6S. Since in the latter a stabilizing effect is still observed by TSA, 

the ligand should not bind in its catalytic site (i.e. the H-site). In TvGSTO3S, the unsubstituted ring of 

dihydrowogonin sits in the bottom of the H-site like the ring B of HBPs (see above) (Supplementary 

Figure S7). The opposite ring points towards the entrance of the cavity the polar residues of which 

stabilize its methoxy and hydroxyl groups by direct or water-mediated hydrogen bonds.  

file:///C:/Users/Thomas/AppData/Local/Temp/Temp2_Deuxième%20soumission%20SR%20et%20acceptation.zip/20180326_PubliGTO3S.docx%23_ENREF_37
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The hydroxyl group situated at position 7 is only 2.6 Å from the glutathione sulfur atom. This short 

distance questions a possible catalysis with a related substrate. The combined use of X-ray diffraction, 

NMR and MS succeeded in identifying dihydrowogonin as a natural molecule that originates from 

wild-cherry heartwood and that tightly binds TvGSTO3S.  

Conclusion 

In this study, we demonstrated at the biochemical and structural level that T. versicolor GSTs that 

belong to the Omega class interact with polyphenolic compounds found in wood, and in particular 

with flavonoids such as dihydrowogonin and naringenin. Indeed, white-rot fungi such as T. versicolor 

have to cope with potentially toxic tree secondary-metabolites mainly constituted of polyphenolic 

compounds, which accumulate in different parts the of wood (heartwood, knots …). The molecular 

interactions between TvGSTOs and polyphenols appear to be very diverse. They potentially involve 

two structural sites for each isoform. It is tempting to establish a correlation between the diversity of 

these interactions and the extension of the Omega class (at least 16 isoforms) in T. versicolor, which 

encounters a large diversity of polyphenols in its natural environment. However, the exact function of 

this GST network remains unclear since no catalytic activity against the tested polyphenols has been 

detected. The ability of TvGSTOs to bind polyphenols through different sites suggests that fungal 

GSTs could be involved in the transport of various polyphenols. In plants, GSTs were shown to 

facilitate the flavonoid transport from the cytoplasm into the vacuole 
38

. These GSTs could act as 

flavonoid and glutathione carriers, providing ABC transporters with both molecules for their co-

transport. This transport requires free glutathione but no glutathionylation activity 
39

. Our study 

suggests that fungal GSTs as their plant homologues could be involved in the transport and 

sequestration of flavonoids.  
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METHODS 

Reagents 

All pure molecules together with the fluorescent marker SYPRO
®
 Orange used in TSA were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), except for wogonin provided by Extrasynthese 

(Genay, France). 

Production and purification of proteins 

The production in Escherichia coli (Rosetta2 DE3 pLysS strain, Novagen) and purification of the six 

selected TvGSTOs (accession number in the JGI database: TvGSTO1S: Tv75639; TvGSTO2S: 

Tv56280; TvGSTO3S: Tv48691; TvGSTO4S: Tv65402; TvGSTO5S: Tv54358 and TvGSTO6S: 

Tv23671) were performed as explained previously 
19

.  

Study of the thermostability of TvGSTOs 

The experiments were performed in 96 well microplates (Harshell, Biorad) and the measurements 

carried out using a real time PCR detection system (CFX 96 touch, Biorad). The assays were 

performed as follows: 5 μL of Tris-HCl (150 mM) pH 8 buffer, 2 μL of pure molecules dissolved in 

DMSO (final concentration: 0.8 mg/mL for molecules of the chemical library; 100 µM for 

benzophenones and flavonoids), 5 μL of proteins (contained in Tris-HCl 150 mM, pH 8; final 

concentration: 40 µM for the tests with the chemical library; 10 μM for the other tests), 2 μL of 

SYPRO
®
 orange (previously diluted 80 fold in ultra-pure water) and 11 μL of ultra-pure water for a 

total volume of 25 μL per well. The plate was centrifuged 30 seconds at 4000g. Fluorescence was 

measured (excitation: 485 nm; emission: 530 nm) every minute starting from 3 minutes at 5°C while 

increasing temperature from 5 to 95°C with a step of 1°C per minute. The denaturation temperature 

(Td), which corresponds to the temperature where 50% of the total fluorescence is measured, was 

determined by using the non-linear regression Boltzmann sigmoidal model in GraphPad Prism 6 

software for data obtained in presence of potential ligands, while the reference was considered for 

similar experiments conducted by adding DMSO only. 

Enzymatic assays and inhibition kinetics 

The ability of recombinant enzymes (TvGSTO3S and TvGSTO6S) to catalyze GSH transfer on 

phenethyl isothiocyanate (PEITC) and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) was estimated as 

described previously 
13

. Preparation and reduction of glutathionyl-phenylacetophenone (GS-PAP) 

were monitored as described previously 
18

. Competition tests between phenethyl isothiocyanate 

(PEITC) and benzophenones or flavonoids were performed in a final volume of 500 µL. Inhibition 

tests of the glutathionylation activity were assayed with various concentrations of PEITC (25 – 300 

µM) and a fixed concentration of GSH (1mM) in presence or not of inhibitors. These experiments 

were carried out in 100 mM pH 6.4 phosphate buffer at 25°C by analyzing the glutathionylated 

product which absorbs at 274 nm.  
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Basal activity of samples containing GSH, PEITC and benzophenones was subtracted from the 

enzyme catalyzed rates. The inhibition constants (KI) were calculated using the GraphPad software 

with the nonlinear regression based on the mixed model inhibition. 

Inhibition tests of the esterase activity of TvGSTO3S with CMFDA or 4-MUA as substrates in 

presence of extract fractions were performed in 96-well microplates. The emission of fluorescence at 

517 nm and 460 nm after an excitation at 492 nm and at 355 nm for CMFDA and 4-MUA respectively 

was followed using microplate reader (2030 Multilabel Reader Victor X5, PerkinElmer). Reactions 

were performed in 200 µL of Tris-HCl pH 8 (30 mM), EDTA (1 mM) buffer, with 0.5 µM of 

CMFDA, 5 µM of 4-MUA and 1 mM of GSH. Using both fluorescent substrates, TvGSTO3S activity 

was measured in presence or in absence of 2 µL of the tested fractions. The ratio between the two 

slopes (∆RFU/min, Relative Fluorescence Unit) has been used to determine the potential inhibition. 

Fractionation of wild-cherry hardwood acetonic extracts by HPLC 

Wild-cherry hardwood acetonic extracts were fractioned by high-performance liquid chromatography. 

100 µL of extract at 10 mg/mL were fractioned by reverse chromatography using Kinetex biphenyl 

column (250 x 4,6 mm) previously equilibrated with H2O/Formic acid 0.1% buffer. The molecules 

adsorbed to the column were eluted with the help of a gradient of methanol (from 0 to 100%). 

Collected fractions were evaporated using SpeedVac™ (UniEquip) and finally dissolved in DMSO. 

NMR and MS analysis on eluate 46-47 

1
H NMR spectra were recorded by 512 scans on a Bruker DRX 400 spectrometer with CD3OD as 

solvent and processed with Topspin 3.5. 

UHPLC-MS/MS analysis of extracts was carried out using an LC-MS-8030 Shimadzu apparatus 

equipped with a diode array detector SPDM20A. Separation was achieved in thermostat conditions at 

40 °C with a reversed-phase column (Phenomenex® Luna 3u C18). Elution was carried out with 

binary solvent system consisting of water with 0.1% formic acid and acetonitrile with 0.1% formic 

acid, running at the flow rate 0.4 mL/min. The injection volume was fixed to 2.0 µL. Gradient 

composition started with 15% v/v of acetonitrile for 3 min, then increased to 85% in 6 minutes and 

returned to initial condition in 1 min. Detection was performed simultaneously with an UV detector 

recording the wavelengths between 190 and 800 nm and under total ion monitoring by positive and 

negative mode ESI-MS from 100 to 2000 m/z. The operating parameters for MS detection were as 

follows: nebulizing gas (N2), flow 3.0 L/min, drying gas flow15 L/min, interface voltage 4.5 kV, gas 

pressure 230 kPa, DL temperature: 250 °C, block heater temperature 400 °C. 
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Crystallogenesis experiments 

Crystallization of TvGSTO3S was assayed by the microbatch under oil method at 278 K. TvGSTO3S 

(13 mg/mL) crystallized by mixing 1 µL of protein with 3 µL of commercial solution consisting in 30 

% (w/v) PEG 400, 0.2 M calcium acetate in 0.1 M pH 4.5 acetate buffer (Wizard Classic Screen 1, 

Rigaku). Crystals of the complexes of TvGSTO3S with glutathione (TvGSTO3S - GSH), TvGSTO3S 

with glutathionyl-dinitrobenzene (TvGSTO3S - GS-DNB) and TvGSTO3S with glutathionyl-

phenylacetophenone (TvGSTO3S - GS-PAP) were obtained by soaking apo TvGSTO3S crystals 

during one hour in the mother liquor containing 10 mM ligand (0.5 mM in the case of GS-PAP). 

Crystals of the complexes of TvGSTO3S with HBPs (2,3,4-trihydroxybenzophenone, 3,4-

dihydroxybenzophenone, 2,4-dihydroxybenzophenone and 2,4,4’-trihydroxybenzophenone) were 

obtained by co-crystallizing the protein pre-incubated for 30 min with 10 mM ligand. Complex of 

TvGSTO3S with dihydrowogonin was obtained in a similar way by using 10 mg/mL of partially-

purified wild-cherry hardwood extract.  

First screening of the TvGSTO6S crystallization conditions was performed by using an Oryx 8 robot 

(Douglas Instruments) to implement sitting drops with commercial kits of various solutions. Crystals 

were then optimized by the hanging drop method. The droplet was prepared by mixing 1 µL of 

TvGSTO6S (26 mg/mL) with 0.2 µL of a crystal seed stock obtained by crushing the droplet content 

of the best hits of the screening step and with 1 µL of a crystallization solution consisting in 25% 

(w/v) PEG 1500, 0.1 M pH 6.5 MMT buffer (containing DL-malic acid, MES and Tris base in the 

molar ratios 1:2:2, respectively). The reservoir contained 1 mL of the same crystallization condition. 

Attempts using classical co-crystallization or soaking experiments failed to prepare crystals of 

TvGSTO6S complexes with flavonoids. A new strategy was developed based on the dry co-

crystallization method 40. In this original ‘dry soaking’ technique, 0.2 µL of naringenin (100 mM) 

solubilized in DMSO was deposited on a cover slide and left to complete evaporation. Then, one 

TvGSTO6S crystal together with 1 µL of its mother liquor was dispensed on the dried naringenin 

allowing partial ligand resolubilization. The cover slide was then reinstalled above the reservoir that 

initially allowed crystallization until crystal harvest (ca. 1 day). 

 

Data collection, processing and refinement 

TvGSTO3S and -6S crystals were flash-frozen after a quick soaking in their mother liquor 

complemented with 20 % (v/v) glycerol as cryoprotectant. Primary X-ray diffraction experiments were 

carried out in-house on a laboratory diffractometer (Agilent SuperNova with CCD detector). Data 

collection up to 2.5 Å resolution allowed preliminary analysis, especially for ligand screening in 

TvGSTO3S active site. High resolution diffraction experiments were carried out on the ESRF 

beamlines FIP BM30A and ID30B (Grenoble, France).  
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TvGSTO3S and -6S native crystals diffracted up to 1.35 Å and 1.48 Å, respectively. Data sets were 

indexed, integrated and scaled with XDS 
41

. The structure of TvGSTO3S was solved by molecular 

replacement using MR BUMP automated pipeline from CCP4 suite 
42

 with the coordinates of poplar 

GST Lambda 3 (PDB code 4PQI) as the search model. The electron density of a small molecule that 

we failed to identify was observed in the H-site. It probably bound to the enzyme during the 

purification process and was not modelled in the electron density. Some of the structures of 

TvGSTO3S in complex with ligands displayed electron density corresponding to glutathione 

remaining from the purification process. When present, this residual GSH was modelled, sometimes 

with partial occupancy. The structure of TvGSTO6S was solved by molecular replacement using 

PHASER with the coordinates of TvGSTO3S. All structures were refined with PHENIX 
43

 and built 

with COOT 
44

. Restraint files for ligands were generated with phenix.elbow and the grade server (URL 

http://grade.globalphasing.org/cgi-bin/grade/server.cgi). In all of the concerned structures, the 

occupancies of the ligands added by co-crystallization or soaking techniques were set to 1 and the 

corresponding B factors were compatible with full presence of the molecules in their binding sites 

(except for 2,3,4-HPB where the occupancy is 0.8). Validation of all structures was performed with 

MolProbity 
45

 and the wwPDB validation service (http://validate.wwpdb.org). Coordinates and 

structure factors have been deposited in the Protein Data Bank. Data-collection and refinement 

statistics of all structures are shown in Supplementary Table S1. Stereo images of a portion of 2mFo-

DFc electron density maps are shown in Supplementary Table S6 to assess quality of the structural 

data. All figures were prepared by using Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 

Schrödinger, LLC). 

Density functional theory (DFT) calculation of naringenin dimer stabilization in TvGSTO6S 

(Gaussian09 software 
46

) 

The molecular structure of the dimer of naringenin molecules was extracted from the experimental X-

ray structure of TvGSTO6S. Geometry optimization of the hydrogen atoms alone was then performed 

at the DFT level of theory in vacuum (i.e. no environment effect were taken into account), employing 

the B3LYP functional 
47

 completed with Grimme’s D3 dispersion correction 
48

; the 6-111G(d,p) basis 

set was used, and basis set superposition errors were corrected by the counterpoise method of Bernardi 

49
. The complexation energy at the converged geometrical structure was -13.64 kcal/mol, indicating a 

strong stabilization of the naringenin molecules within their dimer as found in TvGSTO6S. 

Data Availability 

The atomic coordinates of the crystal structures from this publication have been deposited to the 

Protein Data Bank (URL https://www.rcsb.org) and have been assigned the PDB codes 6F43, 6F4B, 

6F4F, 6F4K, 6F51, 6F66, 6F67, 6F68, 6F69, 6F6A, 6F70 and 6F71. 
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Figure S1. Effects of different compounds from the chemical library on the thermostability of six 

TvGSTOS isoforms 

Red and blue lines correspond to the addition of the average with the positive and negative standard 

deviations respectively. Thermostability has been analysed by using 40 µM of protein; the final 

concentration of molecules tested was of 0.8 mg/mL in each well. 
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Figure S2. Multiple sequence and structure alignment of GSTs from T. versicolor, human 

GSTO1 and wheat GSTU 

Sequences of TvGSTOs were retrieved from the Joint Genome Institute (URL https://jgi.doe.gov/) 

database (accession numbers: TvGSTO1S 75639, TvGSTO2S 56280, TvGSTO3S 48691, TvGSTO4S 

65402, TvGSTO5S 54358 and TvGSTO6S 23671). Structures of TvGSTO3S and TvGSTO6S solved 

in this study and structures of human GSTO1 (PDB code 1eem) and wheat AtGSTU (PDB code 1gwc) 

were used as input structures in Promals3D 
1
. Catalytic motifs, conserved glutathione binding site 

residues and conserved hydrophobic binding site residues of TvGSTOS isoforms are highlighted in 

yellow, green and blue, respectively. Residues of the non-catalytic ligandin site of TvGSTO6S and 

corresponding positions in TvGSTOS isoforms are highlighted in grey. Secondary structures identified 

in TvGSTO3S structure are reported above the alignment. Residues are numbered according to the 

TvGSTO3S sequence. 
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Figure S3. GSTO3S active site composed of the glutathione binding site (G-site) and the 

hydrophobic binding site (H-site) 

Section of the TvGSTO3S active site is shown. N-terminal domain bearing the G-site residues is 

displayed in white and C-terminal domain bearing the H-site residues is shown in black. Glutathione is 

represented as green sticks. Polar residues at the entrance of the H-site are colored in violet. 
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Glutathione (GSH) 

 

 

 

Glutathionyl dinitrobenzene (GS-DNB) 

 

 

 

 

Glutathionyl phenylacetophenone (GS-

PAP) 

 

Figure S4. Binding of glutathionyl-derivatives in TvGSTO3S active site 

Sections of TvGSTO3S complex structures with glutathionyl-derivatives are shown in the left column. 

The corresponding chemical structures of the glutathionyl-derivatives are shown in the right column. 

Surrounding side chains are represented by sticks. Glutathionyl-derivatives are shown as green sticks 

and spheres. 2mFo-DFc composite omit maps shown at 1.0 σ around glutathionyl-derivatives were 

calculated by PHENIX. 
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Figure S5. Binding of 3,4- and 2,3,4-hydroxy benzophenones in the GSTO3S hydrophobic 

binding site (H-site) 

Stereoviews of sections of the TvGSTO3S complex structures with 3,4-HBP (top view) and 2,3,4-

HBP (bottom view) are shown. Polar intermolecular contacts are materialized as dashed lines. 

Surrounding side chains are represented by sticks. HBPs are shown as yellow sticks and spheres. 

2mFo-DFc composite omit maps shown at 1.0 σ around HBPs were calculated by PHENIX. 
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Figure S6. Slice view of the L-sites of TvGSTO3S (left) and TvGSTO6S (right) located at the 

dimer interface 

The monomers A (cyan) and B (green) are related by a two-fold axis depicted as a black ellipsoid. 

Both L-sites exhibit a rectangular section with dimensions 7 Å by 4 Å for TvGSTO3S and 8 Å by 6 Å 

for TvGSTO6S. The protein surface is represented by a Connolly surface generated with PyMol. 

 

Figure S7. Binding of dihydrowogonin in the GSTO3S hydrophobic binding site (H-site) 

Stereo view of the TvGSTO3S complex structure with dihydrowogonin is shown. Polar intermolecular 

contacts are materialized as dashed lines. Surrounding side chains are represented in sticks. 

Dihydrowogonin is shown as yellow sticks and spheres. 
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Table S1. Diffraction and refinement statistics 

Rmerge =                                        . 

Rmeas =                                                              . 

CC1/2 is the correlation coefficient of the mean intensities between two random half-sets of data 
2
. 

Rwork =                                . 5 % of reflections were selected for Rfree calculation. 

R.m.s.z. : root mean square Z-score 
3
. The molprobity clashscore is the number of serious clashes per 

1000 atoms 
4
. The molprobity score is a log-weighted combination of the clashscore, percentage 

Ramachandran not favoured and percentage bad side-chain rotamers 
4
. Values in parentheses are for 

highest resolution shell. 

 

 

 

TvGSTO3S apo TvGSTO3S - GSH TvGSTO3S - GS-DNB

Diffraction data

Diffraction source FIP-BM30A, ESRF FIP-BM30A, ESRF FIP-BM30A, ESRF

Detector ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD

Wavelength (Å) 0.97975 0.97973 0.97974

Unit-cell parameters 

  a, b, c (Å) 50.5 104.5 107.7 50.5 104.2 107.9 50.4 103.7 107.3

  α, β, γ (°) 90 90 90

Space group P21 21 21 P21 21 21 P21 21 21

Resolution range (Å) 47.88 - 1.35 (1.39 -1.35 ) 47.92 - 1.55 (1.59 -1.55 ) 41.78 - 1.75 (1.80 - 1.75)

Total No. of reflections 1,024,564 (58,855) 586,955 (30,824) 186,029 (13,780)

No. of unique reflections 125,602 (9203) 82,933 (5,773) 56,918 (4,185)

Average redundancy 8.2 (6.4) 7.1 (5.3) 3.3 (3.3)

Mean I/σ(I) 16.5 (1.7) 22.2 (1.9) 13.2 (1.5)

Completeness (%) 100 (99.9) 99.5 (94.4) 98.8 (99.5)

Rmerge 0.071 (1.13) 0.062 (0.869) 0.081 (0.821)

Rmeas 0.076 (1.23) 0.067 (0.964) 0.097 (0.977)

CC1/2 0.99 (0.58) 1.00 (0.63) 0.97 (0.54)

Refinement

Resolution range (Å) 47.88 - 1.35 (1.36 - 1.35) 47.92 - 1.55 (1.57 - 1.55) 41.78 - 1.75 (1.78 - 1.75)

Rwork / Rfree 0.13 / 0.17 (0.25 / 0.31) 0.16 / 0.18 (0.27 / 0.28) 0.16 / 0.21 (0.30 / 0.35)

No. of protein atoms 7,566 7,566 7,597

No. of waters 482 499 461

Average B factor (Å²) 20.3 20.3 22.2

Model quality

RMSZ bond lenghts 0.66 0.67 0.62

RMSZ bond angles 0.78 0.75 0.74

Ramachandran favoured (%) 98.3 98.5 97.9

Ramachandran outliers (%) 0.0 0.2 0.4

Molprobity rotamer outliers (%) 0.0 0.0 0.3

Molprobity clashscore 0.39 1.03 1.93

Molprobity score 0.64 0.80 0.98

PDB entry 6F43 6F4B 6F4F
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TvGSTO3S - GS-PAP TvGSTO3S - 2,4 HBP TvGSTO3S -  eluate 46-47

Diffraction data

Diffraction source FIP-BM30A, ESRF FIP-BM30A, ESRF FIP-BM30A, ESRF

Detector ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD

Wavelength (Å) 0.97973 0.98142 0.98140

Unit-cell parameters 

  a, b, c (Å) 50.5 104.4 106.2 50.5 104.6 107.7 50.5 104.5 108.0

  α, β, γ (°) 90 90 90

Space group P21 21 21 P21 21 21 P21 21 21

Resolution range (Å) 46.84 - 1.92 (1.97 - 1.92) 47.89 - 1.75 (1.79 - 1.75) 47.97 - 1.70 (1.74 - 1.70)

Total No. of reflections 303,701 (15,533) 242,605 (9,897) 461,368 (34,288)

No. of unique reflections 43,310 (2,912) 57,643 (4,022) 63,676 (4,684)

Average redundancy 7.0 (5.3) 4.2 (2.5) 7.2 (7.3)

Mean I/σ(I) 17.1 (1.8) 10.8 (1.4) 19.8 (2.4)

Completeness (%) 99.2 (91.4) 98.6 (94.4) 100 (99.9)

Rmerge 0.093 (1.03) 0.090 (0.614) 0.074 (0.883)

Rmeas 0.100 (1.14) 0.103 (0.758) 0.080 (0.950)

CC1/2 1.00 (0.54) 1.00 (0.57) 1.00 (0.75)

Refinement

Resolution range (Å) 46.84 - 1.92 (1.97 - 1.92) 47.89 - 1.75 (1.78 - 1.75) 47.97 - 1.70 (1.73 - 1.70)

Rwork / Rfree 0.17 / 0.22 (0.28 / 0.34) 0.19 / 0.22 (0.29 / 0.31) 0.16 / 0.19 (0.23 / 0.25)

No. of protein atoms 7,522 7,545 7,565

No. of waters 327 463 311

Average B factor (Å²) 28.2 20.5 21.5

Model quality

RMSZ bond lenghts 0.59 0.74 0.63

RMSZ bond angles 0.68 0.76 0.71

Ramachandran favoured (%) 98.5 98.5 98.8

Ramachandran outliers (%) 0.0 0.0 0.2

Molprobity rotamer outliers (%) 1.6 0.0 0.0

Molprobity clashscore 1.56 2.20 1.93

Molprobity score 1.05 1.00 0.96

PDB entry 6F51 6F66 6F6A
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TvGSTO3S - 3,4 HBP TvGSTO3S - 2,4,4' HBP TvGSTO3S - 2,3,4 HBP

Diffraction data

Diffraction source FIP-BM30A, ESRF FIP-BM30A, ESRF ID30B, ESRF

Detector ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD PILATUS 6M-F

Wavelength (Å) 0.97992 0.98142 0.97625

Unit-cell parameters 

  a, b, c (Å) 50.6 105.7 105.4 50.7 104.8 108.3 50.4 104.2 107.1

  α, β, γ (°) 90 90 90

Space group P21 21 21 P21 21 21 P21 21 21

Resolution range (Å) 47.23 - 2.40 (2.46 - 2.40) 47.20 - 1.70 (1.74 - 1.70) 47.62 - 1.80 (1.85 - 1.80)

Total No. of reflections 124,297 (7,915) 306,585 (20,269) 169,481 (10,890)

No. of unique reflections 22,688 (1,536) 64,275 (4,473) 49,835 (3,534)

Average redundancy 5.5 (5.2) 4.8 (4.5) 3.4 (3.1)

Mean I/σ(I) 12.4 (2.6) 19.3 (3.45) 8.0 (2.1)

Completeness (%) 99.5 (94.3) 99.4 (95.0) 94.3 (91.9)

Rmerge 0.146 (0.740) 0.050 (0.413) 0.089 (0.387)

Rmeas 0.161 (0.822) 0.056 (0.467) 0.103 (0.458)

CC1/2 1.00 (0.76) 1.00 (0.89) 0.99 (0.62)

Refinement

Resolution range (Å) 47.23 - 2.40 (2.51 - 2.40) 47.20 - 1.70 (1.72 - 1.70) 47.62 - 1.80 (1.84 - 1.80)

Rwork / Rfree 0.18 / 0.21 (0.22 / 0.28) 0.16 / 0.19 (0.20 / 0.26) 0.22 / 0.27 (0.28 / 0.32)

No. of protein atoms 7,530 7,582 7,567

No. of waters 161 350 182

Average B factor (Å²) 38.8 22.5 24.9

Model quality

RMSZ bond lenghts 0.71 0.59 0.69

RMSZ bond angles 0.74 0.71 0.78

Ramachandran favoured (%) 96.4 98.5 97.3

Ramachandran outliers (%) 0.4 0.2 0.4

Molprobity rotamer outliers (%) 1.8 0.3 1.0

Molprobity clashscore 2.76 0.64 3.14

Molprobity score 1.49 0.71 1.25

PDB entry 6F67 6F68 6F69
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TvGSTO6S apo TvGSTO6S - naringenin

Diffraction data

Diffraction source ID30B, ESRF FIP-BM30A, ESRF

Detector PILATUS 6M-F ADSC Q315r CCD

Wavelength (Å) 0.97625 0.97994

Unit-cell parameters 

  a, b, c (Å) 53.1 78.5 67.9 73.8 78.9 93.6 

  α, β, γ (°) 90 106.6 90 90 101.5 90

Space group P21 P21 

Resolution range (Å) 42.69 - 1.48 (1.52 - 1.48) 49.35 - 2.30 (2.36 - 2.30)

Total No. of reflections 226,748 (14,990) 171,767 (8,812)

No. of unique reflections 85,232 (6,051) 46,447 (3,139)

Average redundancy 2.7 (2.5) 3.7 (2.8)

Mean I/σ(I) 14.5 (2.6) 8.9 (1.8)

Completeness (%) 96.0 (92.7) 99.0 (91.3)

Rmerge 0.039 (0.363) 0.135 (0.599)

Rmeas 0.047 (0.457) 0.158 (0.748)

CC1/2 1.00 (0.68) 0.99 (0.68)

Refinement

Resolution range (Å) 42.69 - 1.48 (1.50 - 1.48) 49.35 - 2.30 (2.35 - 2.30)

Rwork / Rfree 0.15 / 0.18 (0.27 / 0.30) 0.17 / 0.23 (0.22 / 0.30)

No. of protein atoms 7,609 7,484

No. of waters 572 472

Average B factor (Å²) 22.7 33.0

Model quality

RMSZ bond lenghts 0.62 0.64

RMSZ bond angles 0.76 0.72

Ramachandran favoured (%) 99.0 97.7

Ramachandran outliers (%) 0.0 0.2

Molprobity rotamer outliers (%) 0.5 1.7

Molprobity clashscore 1.43 2.71

Molprobity score 0.88 1.30

PDB entry 6F70 6F71
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Table S2. Kinetic parameters of TvGSTO3S and TvGSTO6S toward CDNB (1-chloro-2,4-

dinitrobenzene), PEITC (phenethyl isothiocyanate) and GS-PAP (glutathionyl 

phenylacetophenone) 

The kinetic parameters were calculated using the GraphPad software with the nonlinear regression 

based on the Michaelis-Menten. “ND” means that no activity has been detected. 
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Table S3. Summary of the results obtained with thermal-shift assays and inhibition constants 

(Ki) obtained for TvGSTOSs with hydroxybenzophenones (HBPs)  

“NS” means that temperature denaturation has not been significantly modified. “∆Td” corresponds 

modification of the denaturation temperature which is significantly different when the protein is 

incubated with only DMSO. “NI” means that no inhibition was detected. Ki have been determined 

with GraphPad Prism software using the mixed model inhibition. For asymmetric molecules, the less 

substituted phenyl ring (i.e. the left one on the drawing) is named B and the more substituted one 

(right) is named A.  
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Table S4. Effects of several flavonoids on the thermostability of TvGSTOSs  

Thermostability was analysed by using 10 µM of protein. The final concentration of the tested 

molecules was 100 µM in each well. A ∆Td value is only given if the denaturation temperature is 

significantly modified in the presence of compounds, with respect to incubation with DMSO only. 

“NS” means that the denaturation temperature has not changed significantly. 
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Table S5. Inhibition constants (Ki) of TvGSTO3S and TvGSTO6S by wogonin and naringenin 

Ki have been determined with GraphPad Prism software using the mixed model inhibition. “NI” 

means that no inhibition was detected. 
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Table S6. Stereo images of 2mFo-DFc electron density maps for each of the eleven structures 

solved in this study 

For each panel, stereo images of a portion of 2mFo-DFc electron density maps are shown to assess 

quality of the structural data (level at 1.0 σ). Residues from TvGSTO3S structures (F14, S15, P16, 

Y17, F128 and Y175) and TvGSTO6S structures (A14, S15, P16, F17, F219 and F232) are shown as 

green sticks. 

 

TvGSTO6S apo (1.48 Å) 

 

TvGSTO6S - naringenin (2.30 Å) 

 

TvGSTO3S apo (1.35 Å) 

 

TvGSTO3S - GSH (1.55 Å) 

 

TvGSTO3S - GS-DNB (1.75 Å) 

 

TvGSTO3S - GS-PAP (1.92 Å) 

 

TvGSTO3S - 2,4,4’-HBP (1.70 Å) 

 

TvGSTO3S - 2,3,4-HBP (1.80 Å) 
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TvGSTO3S - 2,4-HBP (1.75 Å) 

 

TvGSTO3S - 3,4-HBP (2.40 Å) 

 

TvGSTO3S - eluate 46-47 (1.70 Å) 
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Etude des GSTs de la classe Omega de Trametes versicolor ayant une sérine dans le site actif 

(TvGSTOS) - Utilisation des TvGSTOS comme outils pour évaluer la composition chimique du bois. 

Article n°3: Fungal glutathione transferases as tools to explore the chemical diversity of 

Amazonian wood extractives 

Thomas Perrot†, Mathieu Schwartz†, Fanny Saiag,
 

Guillaume Salzet, Stéphane Dumarçay, 

Frédérique Favier, Philippe Gérardin, Jean-Michel Girardet, Rodnay Sormani, Mélanie Morel-

Rouhier, Nadine Amusant, Claude Didierjean and Eric Gelhaye 

† Co-auteurs 

Cet article est en cours de révision dans ACS Sustainable Chemistry and Engineering. 

Précédemment, nous avons montré, en utilisant une combinaison d’approches biochimiques et 

structurales appliquées à des molécules commerciales et pures, que les TvGSTOS interagissaient avec 

des composés appartenant à deux classes de polyphénols : les benzophénones et les flavonoïdes.  

Dans ce troisième article, nous avons voulu appliquer cette combinaison sur des extraits de bois pour 

identifier de nouveaux ligands naturels pour ces enzymes. Pour cela, une collaboration avec le 

laboratoire Ecologie des Forêts de Guyane (EcoFoG) a permis d’obtenir les bois de différentes 

essences forestières retrouvées dans les forêts tropicales de Guyane Française. A l’aide d’une 

collaboration avec le laboratoire d’Etudes et de Recherche sur le Matériau Bois (LERMAB), les 

molécules de bois pour huit essences ont été extraites en utilisant un gradient de polarité à l’aide de 

quatre solvants : le dichlorométhane, l’acétone, un mélange toluène/éthanol et l’eau. Au total, 32 

extraits ont été obtenus. Dans un premier temps, des expériences de thermostabilité entre les 32 

extraits et les six TvGSTOS ont été effectuées. Puis, des propriétés biologiques de ces extraits comme 

la capacité à inhiber la croissance de bactéries (activité antibactérienne) et de champignons (activité 

antifongique) ont été évaluées. De plus, leurs propriétés antioxydantes ont également été estimées en 

mesurant la teneur en composés phénoliques et l’activité réductrice de ces extraits. L’ensemble des 

résultats obtenus ont été analysés par des tests statistiques.  

De façon intéressante, une corrélation significative entre les propriétés antimicrobienne et 

antioxydante des ces extraits et les décalages thermiques induits sur la protéine TvGSTO2S a été 

obtenue. Parmi les extraits les plus réactifs, l’extrait acétonique de bois de Bagassa guianensis a été 

sélectionné dans la suite de cette étude. Par analyse en chromatographie gazeuse couplée à de la 

spectrométrie de masse, la composition chimique de cet extrait a révélé la présence d’un composé 

majoritaire appartenant à la classe des stilbènes : l’oxyresvératrol. L’interaction entre le stilbène et 

TvGSTO2S a été analysée selon différentes méthodes : (i) par des mesures de dénaturation thermique, 

(ii) par des tests d’inhibition de l’activité de glutathionylation et (iii), par l’utilisation d’une 

technologie permettant de suivre en temps réel l’interaction entre la protéine et son ligand. Enfin, des 

complexes obtenus après trempage des cristaux de TvGSTO2S dans une solution d’oxyresvératrol a 

permis d’identifier les sites potentiels impliqués dans la reconnaissance du stilbène.  
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Synopsis 

A fungal glutathione transferase can be used as a tool to investigate the chemical reactivity of wood 

extracts.  

ABSTRACT  

The natural durability of wood is linked to its chemical composition and in particular the presence of 

metabolites called extractives that possess often chemical reactivity. To deal with these compounds, 

wood degraders have developed detoxification systems usually involving enzyme families. Among 

these enzymes, glutathione transferases (GSTs) are involved in the decrease of the reactivity of toxic 

compounds. In this study, the hypothesis that the detoxification systems of wood decaying fungi could 

be indicators of the chemical reactivity of wood extracts has been tested. This approach has been 

evaluated using thirty-two wood extracts coming from French Guiana species, testing their 

antimicrobial ability, their antioxidative properties and their reactivity against six GSTs from the white 

rot Trametes versicolor. From the obtained data, a significant correlation between the antimicrobial 

and antioxidative properties of the tested wood extracts and GSTs interaction was detected. In 

addition, the chemical analysis performed on one of the most reactive extract (Bagassa guianensis) has 

demonstrated the presence of a major compound, oxyresveratrol. We were able to co-crystallize one 

GST with this commercially interesting compound. Taken together, the presented data support the 

hypothesis that detoxifying enzymes could be used to identify presence of molecules of industrial 

interest in wood extracts. 
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INTRODUCTION 

Wood is a major renewable resource with many fields of application as energy, building or molecules 

production. Beyond the presence of structural polymers (cellulose, hemicellulose and lignin), wood 

also contains secondary metabolites, called extractives. Although the functions of these wood 

molecules often remain unclear, they usually possess properties of interest such as antimicrobial and 

anti-oxidative activities.(Anouhe et al., 2015 ; Rodrigues et al., 2010) Due to their properties, these 

compounds could be used for several industrial purposes in particular for wood preservation, crop 

protection, medicinal treatments or cosmetic.(Valette et al., 2017a) However, they could be also a 

problem for lignocellulosic biomass valorization limiting its enzymatic digestibility.(Frankó et al., 

2018)  

The diversity and the potential toxicity of these extractives suggest that wood degraders and in 

particular wood decaying fungi are adapted to the presence of these potential toxic molecules.(Morel 

et al., 2013b) Beyond their extracellular systems, which allow them to degrade lignocellulosic 

substrates (Riley et al., 2014b ; Nagy et al., 2017a), wood-decaying fungi possess indeed extended 

detoxifying enzyme families, such as cytochrome P450 monooxygenases (P450s) and glutathione 

transferases (GSTs).(Morel et al., 2013b) Such extensions are also found in herbivorous insects, these 

multigenic families playing key functions in the detoxification of plant defence chemicals and also in 

the evolution of metabolic resistance to chemical insecticides.(Rane et al., 2016) Concerning GSTs, 

their activity or even their expression are widely used to evaluate physiological and environmental 

stress of diverse organisms, from mollusc to human.(Capolupo et al., 2016 ; Hollman et al., 2016 ; 

Mohanty, Samanta, 2016) In wood-decaying fungi, the extension of GST family concerns mainly 

specific phylogenetically based classes named Ure2p, GST Omega (GSTO) and GSTFuA.(Roret et al., 

2015b ; Meux et al., 2013b ; Mathieu et al., 2013a) GSTFuA are able to cleave lignin β-O-4 aryl ether 

bond in the white-rot fungus Dichomitus squalens.(Marinović et al., 2018b) In addition, GSTOs from 

Trametes versicolor interact with wood extracts from temperate forest(Deroy et al., 2015a) and more 

particularly with polyphenols such as hydroxylbenzophenones and flavonoids.(Schwartz et al., 2018) 

In this context, we postulated that GSTs could be used as tools to identify wood extracts that possess 

interesting biological properties. To test this hypothesis, we investigated the biochemical interactions 

between six GSTOs from Trametes versicolor (Deroy et al., 2015a) and an environmental collection of 

wood extracts. Trametes versicolor is common and widespread in boreal and temperate northern 

hemisphere and also occur in tropical areas of both hemispheres.(Carlson et al., 2014b) The six studied 

GST isoforms, which contain a serinyl residue in their active site, belong to the fungal type-III Omega 

class. The tridimensional structures of two of them, TvGSTO3S and TvGSTO6S, have been recently 

solved.(Schwartz et al., 2018) The extracts came from French Guiana woody species, known to be 

naturally durable against fungi.(Anouhe et al., 2015 ; Rodrigues et al., 2010 ; Royer et al., 2012)  
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Using high-throughput biochemical methods, we show here that the biochemical interactions of one 

isoform with the tested wood extracts are highly correlated with the chemical property (antioxidative 

and antimicrobial properties) of these compounds. Additional biochemical and structural experiments 

demonstrated the interactions between TvGSTO2S and oxyresveratrol, a stilbene largely used by the 

cosmetic industry supporting the feasibility of our approach.  

EXPERIMENTAL SECTION 

Wood extracts 

Heartwoods from Peltogyne venosa, Dicorynia guianensis, Bagassa guianensis, Hymenaea courbaril, 

Tabebuia serratifolia, Sextonia rubra, Andira coriacea, Eperua falcata were from commercial origin. 

All species are well known and used in the building industry because of their exceptional durability 

against wood-rotting fungi (i.e., with natural durability against fungi rated 1 to 3 on a scale of 5, class 

1 being the most durable).  

Each conditioned sample (12% relative humidity) was ground to fine sawdust with particle size 

between 0.2 to 0.4 mm before extraction. The obtained sawdust was Soxhlet-extracted successively 

during 24 h using the following solvents: dichloromethane, acetone, toluene/ethanol (2/1, v/v) and 

water. After each extraction, organic solvents were evaporated under vacuum using a rotary 

evaporator. Dried extractives were stored in a freezer (-18 °C) before analyses.  

Fractionation of the Bagassa guianensis heartwood acetonic extract  

Bagassa guianensis heartwood acetonic extract was fractioned by reverse chromatography (Shimadzu 

Prominence UPLC system) as previously described. (Schwartz et al., 2018)  

Chemical characterization of the wood extracts  

Gas chromatography coupled to mass spectrometer (GC-MS) allowed the identification and the 

relative quantification of the different substances present in the wood extracts. Samples were analyzed 

as trimethylsilyl derivatives using the following procedure. In a screw-capped vial, a sample of about 1 

mg of dry extract was dissolved in 100 μL of BSTFA/TMCS 1%. The solution was vortex-stirred for 

about 1 min and heated at 70 °C for 20 h. After evaporation of the silylating reagent, the residue was 

diluted in 1 ml of ethyl acetate. The GC–MS analysis was performed on a Clarus 600 GC gas 

chromatograph coupled to a SQ8 mass spectrometer (Perkin-Elmer). Separation was carried out on a 

5% diphenyl/95% dimethyl polysiloxane fused-silica capillary column (J&W Scientific DB-5MS, 30 

m × 0.25 mm × 0.25 μm). The injection was performed at 250 °C in the splitless mode with Helium as 

carrier gas, at a constant flow of 1 mL.min
-1

. Chromatographic conditions were as follows: initial 

temperature 80 °C, 2 min isothermal conditions, 10 °C.min
-1

 to 190 °C, 15 °C.min
-1

 to 280 °C, 10 min 

isothermal conditions, 10 °C.min
-1

 to 300 °C, 14 min isothermal conditions. The components 

ionization was performed by electron impact (70 eV ionization energy) to achieve their identification 

by mass spectra comparison with the NIST Library.  
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Samples relative composition in extractives was obtained by the area of each peak determined on the 

TIC (Total Ion Current) chromatogram divided by the sum of all the detected peaks areas. 

Glutathione transferases  

GSTs that belong to the omega class have been heterogeneously produced using synthetic genes as 

described in Deroy et al.(Deroy et al., 2015a) The synthetic genes have been designed from the 

sequenced genome and transcriptomic studies of the white-rot Trametes versicolor from the following 

genes: TvGSTO1S which the accession number in the JGI database is Tv75639; TvGSTO2S: 

Tv56280; TvGSTO3S: Tv48691; TvGSTO4S: Tv65402; TvGSTO5S: Tv54358; TvGSTO6S: 

Tv23671.(Schwartz et al., 2018)  

Fluorescence-based thermal stability assay 

This assay was performed as described in Deroy et al.(Deroy et al., 2015a) The denaturation 

temperature (Td), which corresponds to the temperature where the protein is 50% unfolded, was 

determined using the first derivative of the obtained data in the presence or in the absence of potential 

ligands. As reference, experiments were conducted by adding DMSO only, allowing the determination 

of Td ref. Then, the difference between the denaturation temperature of the protein incubated with 

wood extracts and with DMSO only (Td ref) were calculated in order to obtain the thermal shift (ΔTd). 

The sum of the absolute values of ∆Td of the six TvGSTOS studied, ∆Td, was determined for each 

wood extract. 

Inhibition Kinetics 

Glutathione transferase activity of TvGSTO2S (10 nM) has been tested using phenethyl isothiocyanate 

(PEITC) (25–250 µM) and reduced glutathione (GSH) (1 mM) in 100 mM phosphate buffer pH 6.4. 

The appearance of the glutathionylated product was followed measuring the absorbance at 274 nm in 

presence and in absence of oxyresveratrol. The catalytic constants (kcat, KM and KI) were calculated 

using the GraphPad software with the nonlinear regression based on the Michaelis-Menten model and 

on the mixed model inhibition. 

Real-time molecular interaction study 

The binding of oxyresveratrol onto TvGSTO2S was investigated in real-time with an MPC-48-2-R1-S 

biochip placed in a biosensor analyzer switchSENSE
®
 DRX (Dynamic Biosensors GmbH, Planegg, 

Germany) available at the ASIA platform (Université de Lorraine). The GST was solubilized at 200 

nM in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 40 mM NaCl, 0.05% Tween20, 50 µM 

EDTA, and 50 µM EGTA (PE40 buffer). The chip is composed of four independent channels, each 

containing six electrodes (for more information, see Langer et al.).(Langer et al., 2014) Real-time 

measurements of kinetics responding to changes to the molecular environment upon analyte binding 

(oxyresveratrol) gave the association kinetics (kon) of the interaction.  
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Oxyresveratrol at 100 µM in PE40 buffer containing 2% DMSO was injected in the fluidic at 5 

µL.min
-1

 for 5 min to a chosen channel of the chip (association kinetics) and then, PE40 buffer 

containing 2% DMSO was injected 50 µL.min
-1

 for 30 min (dissociation kinetics). The real-time 

measurements were determined at 25 °C. Slight release of the GST from the dsDNAs was observed 

when only buffer was injected in the fluidic and the corresponding signal was subtracted to normalize 

the signal of the interaction. All curves were analyzed by nonlinear fitting of single-exponential 

functions with the switchANALYSIS
®
 software from Dynamic Biosensors. 

Microbial growth 

The growth of Phanerochaete chrysosporium RP78 has been followed by laser nephelometry.(Joubert 

et al., 2010) For inoculum preparation, spores were collected from 8-days-old solid cultures by adding 

broth followed by gentle scraping of the agar plates. The wells of the microplates were filled as 

previously.(Tien, Kirk, 1983) Growth was automatically recorded for ≥ 30 h at 37 °C using a 

nephelometric reader (NEPHELOstar Galaxy, BMG Labtech, Offenburg, Germany). The maximal 

growth rates (µmax) were determined from the growth curves measuring the maximal slope as 

described by Joubert et al.(Joubert et al., 2010) 

The bacterial strains, Collimonas pratensis Ter91 and Burkholderia fungorum LMG 16225 have been 

isolated from Phanerochaete chrysosporium mycosphere during a microcosm experiment on 

beech.(Hervé et al., 2014b ; 2016b) Growth was automatically recorded for ≥ 48 h at 25 °C using a 

nephelometric reader (NEPHELOstar Galaxy, BMG Labtech, Offenburg, Germany). The growth rates 

have been determined from the growth curves measuring the maximal slope during the exponential 

phase. 

The growth of Saccharomyces cerevisiae (strain 23344C) was studied in presence of fractions from 

the acetonic extract of Bagassa guianensis. For each fraction, the growth tests have been performed in 

198 µL of culture of S. cerevisiae in liquid YPD medium (Yeast, Peptone and D-glucose). 2 µL of 

fraction has been added in the culture and the growth has been analyzed by following the turbidimetry 

at 600 nm during 36 h (one read per 30 min). A control condition by testing the effect of the solvent (2 

µL of DMSO) has been also done. 

The inhibition index (I) of the microbial growth was calculated using the following formula: I = 1- 

(µmax/µmaxcontrol), where µmax and µmaxcontrol correspond to the maximal growth rate obtained in 

presence and in absence of wood extracts respectively.  

Antioxidative properties 

Reducing power activity  

To determine the reducing activity of each wood extract, the method of Yen and Chen (Yen, Chen, 

1995) was used as described in Canabady-Rochelle et al.(Canabady-Rochelle et al., 2015).  
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Phenolic content  

Total phenolic content of the tested wood extract was estimated using the Folin-Ciocalteu method 

adapted to a 96-well microplate. (Taga et al., 1984) The absorbance was measured at 735 nm by using 

a microplate reader (EnSight™ Multimode Plate Reader, PerkinElmer
®
).  

Statistical analysis 

All statistical analysis including Pearson correlations between variables and principal component 

analysis have been obtained from the XLSTAT software (XLSTAT 2017 Microsoft Excel, Addinsoft, 

France, 2017). To perform the Pearson correlations, the antimicrobial properties were represented by 

the inhibition index (I, as described above), the absolute values of thermal shifts (|ΔTd|) were required 

and the values of the phenolic content and the reductase activity were not modified (corresponding in 

equivalent of gallic acid and ascorbic acid in µg.L
-1

, respectively). These data have been also used for 

the principal component analysis.  

Crystallographic study 

Crystallogenesis. A first screening of 288 crystallization conditions was carried out at the CRM
2
 

crystallogenesis platform (Université de Lorraine) by using the vapour diffusion method with an Oryx 

8 crystallogenesis robot (Douglas Instrument). Crystals were optimized in Linbro plates using the 

hanging-drop method at 4 °C. The best crystals of TvGSTO2S were obtained by mixing 1 µL of 

protein (18 g.L
-1

) with 0.2 µL of crystal seed stock (prepared by crushing small crystals obtained 

during the screening step) and 1 µL of a solution containing 10.7% PEG 4000, 0.1 M HEPES-MES 

buffer at pH 7.0 (in the ratio 4:6, respectively), 0.05 M sodium acetate and 0.05 M magnesium 

chloride. The reservoir contained 1 mL of the same crystallization condition. Crystals of TvGSTO2S-

oxyresveratrol complex were prepared by the ‘dry soaking method’ as explained previously.(Schwartz 

et al., 2018) Briefly, 0.1 µL of commercial oxyresveratrol (100 mM in DMSO) was deposited on a 

cover slide and left to complete evaporation. Then, one TvGSTO2S crystal together with 1 µL of its 

mother liquor was dispensed on the dried oxyresveratrol. After one-day incubation, the crystal did not 

show any damage and was flash frozen after a quick soaking in its mother liquor supplemented with 

20% glycerol. 

Data collection, processing and refinement. Preliminary X-ray diffraction experiments were carried 

out in-house on an Agilent SuperNova diffractometer (Oxford Diffraction) equipped with a CCD 

detector. Data collections were carried out at the ESRF, on beamline FIP BM30A (Grenoble, France). 

TvGSTO2S crystals diffracted up to 2.19 Å. Data sets were indexed and integrated with 

XDS,(Kabsch, 2010) and scaled and merged with Aimless from the CCP4 suite.(Winn et al., 2011) 

The structure of TvGSTO2S was solved by molecular replacement using MOLREP with the 

coordinates of Trametes versicolor GSTO3S (PDB code 6F43) as the search model.  
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File of restraints for oxyresveratrol was generated with the GRADE server (URL 

http://grade.globalphasing.org/cgi-bin/grade/server.cgi). Structures were refined with PHENIX(Adams 

et al., 2010) and manually improved with COOT.(Emsley, Cowtan, 2004) Validation of all structures 

was performed with MolProbity(Davis et al., 2004) and the PDB validation service 

(http://validate.wwpdb.org). Coordinates and structure factors have been deposited in the Protein Data 

Bank under accession codes 6GIB and 6GIC. 

 

RESULTS  

Interactions between wood extracts and TvGSTOs 

Heartwoods of Peltogyne venosa, Dicorynia guianensis, Bagassa guianensis, Hymenaea courbaril, 

Tabeuia serratifolia, Sextonia rubra, Andira coriacea, Eperua falcata and Eperua grandiflora, have 

been sequentially extracted using four solvents exhibiting different polarities (dichloromethane, 

acetone, toluene/ethanol and water).  

The interactions between the thirty-two obtained wood extracts and the six GSTs from Trametes 

versicolor were studied using the thermal shift assay (TSA), a high-throughput ligand-screening 

method based on the modification of protein thermal denaturation. Along a gradient of temperature, 

the denaturation is followed by monitoring fluorescence enhancement of a probe (SYPRO
®
 Orange) 

that binds to protein hydrophobic patches upon denaturation process. This TSA method has been 

successfully used to detect interactions between proteins and libraries of molecules.(Deroy et al., 

2015a ; Schwartz et al., 2018) The shift of the thermal denaturation temperature (∆Td) induced by the 

tested wood extract dissolved in DMSO was measured in comparison to a control performed with pure 

DMSO.  

Each enzyme displays a specific pattern of interactions with the tested extracts (Table S1). The 

interactions between each isoform and the tested extracts are not significantly related to the used 

extraction solvent (Tukey test, p > 0.05). Nevertheless, the global reactivity of the six isoforms, named 

|∆Td|, (corresponding to the sum of the absolute values of ∆Td, which have been measured for all 

isoforms) was significantly correlated to the polarity of the used solvent. The dichloromethane extracts 

induced indeed a significantly higher |∆Td| than the other extracts (Tukey Test, p=0.015), 

suggesting that the hydrophobic compounds extracted with this solvent have a significant effect on the 

thermal stability of the GSTs. As shown for Eperua falcata dichloromethane extract, these 

hydrophobic molecules could increase or decrease the thermal denaturation temperature depending on 

the considered proteins. This extract decreased indeed the thermal stability of TvGSTO3S (∆Td = -7.5 

°C) and TvGSTO5S (∆Td = -2.1 °C), and had a positive effect on the thermal stability of TvGSTO1S 

(∆Td = +3.7 °C) and TvGSTO6S (∆Td = +3.0 °C). We chose not to consider these potential opposite 

effects and the following analysis was done using the absolute value of the detected ∆Td ( ∆Td). 
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Properties of wood extracts  

The antimicrobial activity of the extracts was tested against a wood decaying basidiomycete 

Phanerochaete chrysosporium and two bacterial strains isolated from degraded wood, Collimonas 

pratensis Ter91 and Burkholderia fungorum LMG 16225.(Hervé et al., 2014b ; 2016b) The three 

organisms were cultivated in the presence or in the absence of the tested wood extracts. The potential 

antimicrobial effect was calculated from maximal growth rates measured in the presence or in the 

absence of the tested extracts. A statistical analysis of the obtained data (Table S1) shows that these 

“antimicrobial” variables are significantly correlated (Table 1), with a Pearson correlation coefficient 

higher between both bacterial variables (r = 0.805, p = 1.7 10
-8

). To investigate the antioxidant 

activity, two distinct methods were used: determination of phenolic content and reductive abilities. 

These “antioxidative variables” revealed to be strongly correlated (r = 0.953, p = 10
-12

) (Table 1). 

 

Table 1: Pearson coefficients showing the correlation between variables.  

Values in bold have p-values lower to the significant threshold (p < 0.05) and are significantly 

different. Symbol (I) corresponds to the inhibition index on the studied microorganisms: Bf for 

Bacillus fungorum, Cp for Collimonas pratensis and Pc for Phanerochaete chrysosporium. The 

absolute values of thermal shift (|ΔTd|) for the six isoforms TvGSTO1S (1), TvGSTO2S (2), 

TvGSTO3S (3), TvGSTO4S (4), TvGSTO5S (5), TvGSTO6S (6) have been required for performing 

this Pearson correlation. For the phenolic content (AP) and the reductase activity (AR), the same values 

were used (equivalent of gallic acid and of ascorbic acid in µg.L
-1

). 

 

Variables (I) Bf (I) Cp (I) Pc |ΔTd| 1 |ΔTd| 2 |ΔTd| 3 |ΔTd| 4 |ΔTd| 5 |ΔTd| 6 AP AR 

(I) Bf 1 0.805 0.606 -0.199 0.606 -0.119 0.178 0.319 0.072 0.194 0.201 

(I) Cp 
 

1 0.486 -0.239 0.464 -0.067 0.303 0.248 -0.072 0.026 0.038 

(I) Pc 
  

1 -0.132 0.519 -0.029 0.167 0.225 0.041 0.034 0.005 

|ΔTd| 1 
   

1 0.181 0.730 0.091 0.309 0.418 -0.088 -0.073 

|ΔTd| 2 
    

1 -0.002 0.052 0.529 0.213 0.347 0.375 

|ΔTd| 3 
     

1 0.327 0.134 0.437 -0.313 -0.321 

|ΔTd| 4 
      

1 0.083 0.176 -0.096 -0.072 

|ΔTd| 5 
       

1 -0.139 -0.137 -0.035 

|ΔTd| 6 
        

1 0.265 0.195 

AP 
         

1 0.953 

AR 
          

1 
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Relationship between thermal responses of TvGSTOs and the biological properties of wood 

extract 

Potential correlations between “TvGSTOS” variables (defined as the absolute value of the detected 

∆Td for a specific isoform) and antioxidative and antimicrobial variables were investigated (Table 1). 

No significant correlation was detected with five isoforms (TvGSTO1S, 3S, 4S, 5S and 6S). In 

contrast, interactions between “TvGSTO2S” variable and the tested wood extracts are clearly related 

to the chemical properties of the latter (Table 1). “TvGSTO2S” variable is indeed correlated both to 

the “antioxidative variables” (phenolic content and reductase activity; r = 0.347, p = 0.048 and r = 

0.375, p = 0.031, respectively) and to the “antimicrobial variables” (r = 0.519, p = 0.002; r = 0.606, p 

=0.001
 
and r = 0.464, p = 0.007, for P. chrysosporium, B. fungorum and C. pratensis, respectively) 

(Table 1). A principal component (PC) analysis was also performed using all these data (Fig. 1).  

Figure 1: Principal component (PC) analysis performed using “|ΔTd| TvGSTO1-6S”, 

“antimicrobial” and “antioxidative” variables (Table S1) obtained with the following wood 

extracts. For each wood extract, absolute values of thermal shifts for the six isoforms were required 

for this PC. According to the protein (TvGSTO1-6S), the variables are represented by “|∆Td| 1”, 

“|∆Td| 2”, “|∆Td| 3”, “|∆Td| 4”, “|∆Td| 5” and “|∆Td| 6”. The inhibition indexes on the growth of 

the three microorganisms were used and the variables are represented in blue: (I) Pc for the inhibition 

on the growth of P. chrysosporium, (I) Cp for C. pratensis and (I) Bf for B. fungorum. Concerning 

both antioxidative variables, the phenolic content (AP) and the reductase activity (AR) are symbolized 

in black. Each number corresponds to a wood extract (see Table S1). According to the solvent, the 

colour is different: green for dichloromethane, orange for acetone, purple for the mix toluene/ethanol 

and blue for water. The number 0 corresponds to the control condition (for dimethyl sulfoxide).  
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Three PCs explained approximately 69.25% of the total variance among the 32 tested extracts. Of 

these, the first two PCs explained approximately 50.76% of the total variance. The overall distribution 

of the wood extracts on the graph does not show a clear clustering, although all the samples are clearly 

distinguishable of the control (DMSO). Briefly, the PC analysis showed that the coordinates of several 

wood extracts obtained with water, mix toluene/ethanol and acetone were near between them. In 

contrast, it appeared that the coordinates of wood extracts obtained with dichloromethane were 

different and were heterogeneously distributed. Interestingly the acetonic and the toluene/ethanolic 

extracts of Bagassa guianensis differ from the others (Fig.1 n° 9 and 11), displaying both antifungal 

and antibacterial properties and modifying the thermal stability of TvGSTO2S (∆Td = +5.25 °C, ∆Td = 

+2.00 °C respectively).  

Taken together, these data suggested that the detected interactions between wood extracts and 

TvGSTO2S could be used to detect molecules with biological properties. The acetonic extract of 

Bagassa guianensis was then chosen to focus this work on the potential interactions with TvGSTO2S. 

 

Study of the chemical composition and properties of the acetonic extract of Bagassa guianensis 

The chemical composition of the acetonic extract of Bagassa guianensis was first analyzed by GC-

MS, showing the presence of oxyresveratrol as the main product (peak at 21.82 min; Fig. S1) in 

accordance with previous studies.(Royer et al., 2010) The other peaks (19.42, 20.81, 21.10, 22.46 and 

25.72 min) revealed the presence of derivatives of oxyresveratrol: resveratrol and cyclisation forms of 

oxyresveratrol. After separation of the extract by reversed-phase high-performance liquid 

chromatography (HPLC), the harvested fractions were dried, solubilized in DMSO and then tested for 

their antioxidative properties (phenolic content and reductive ability), their antimicrobial activity (in 

this case, inhibition of Saccharomyces cerevisiae growth rate) and their interactions with TvGSTO2S 

(Table S2). As shown in Figure 2, a strong correlation between the antioxidative properties of the 

fractions and their interactions with TvGSTO2S was observed (r = 0.957, p = 10
-12

).  

Interactions with TvGSTO2S revealed mainly the presence of two pools of fractions centered around 

fractions 22 and 41, respectively, that induced an increase of the thermal stability of the protein (Fig. 

2). The GC-MS analysis revealed that the fraction 22 mainly contained oxyresveratrol and 

dihydromorin, and the fraction 41 contained 6-O-methyl-moracin N. All these compounds have been 

previously detected in Bagassa guianensis extract.(Royer et al., 2010) 6-O-methyl-moracin N has been 

shown to exhibit antimicrobial activity and dihydromorin a tyrosinase inhibitory effect.(Royer et al., 

2012 ; Hu et al., 2015) Due to the major presence of oxyresveratrol in this extract, we choose to test 

the pure compound. For the next of this work, a biochemical and structural study has been conducted 

to study the interactions between TvGSTO2S and oxyresveratrol at the molecular level.  
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Figure 2: Thermal effects on TvGSTO2S and reductase activity of fractions from acetonic 

heartwood extract of Bagassa guaianensis. Blue bars represent the reductase activity (converted in 

equivalent of ascorbic acid in mg.L
-1

) and orange line corresponds to the thermal shifts (ΔTd, in °C) 

induced by each fraction. 

 

Characterization of the interaction between TvGSTO2S and oxyresveratrol 

To better understand the effect of oxyresveratrol on the denaturation temperature (∆Td) of TvGSTO2S, 

we tested several concentrations of the stilbene with the same method (Fig. 3). ∆Td of TvGSTO2S is 

significantly modified with at least 8 µM of oxyresveratrol (∆Td = +1.55 °C). This approach did not 

allow an accurate determination of the apparent affinity of TvGSTO2S for oxyresveratrol.(Vivoli et 

al., 2014) Then an enzymatic approach has been performed using the ability of TvGSTO2S to transfer 

glutathione on PEITC. In absence of oxyresveratrol, the following parameters have been obtained: KM 

= 29.71 ± 2.84 µM and kcat = 12.01 ± 0.26 s
-1

, confirming the ability of TvGSTO2S to transfer 

efficiently glutathione on this substrate.(Deroy et al., 2015a) This activity is strongly inhibited in 

presence of oxyresveratrol (KI of 3.79 ± 1.51 µM), confirming that the stilbene is able to bind to the 

studied protein. Next in the study of interactions between TvGSTO2S and oxyresveratrol, an 

association constant kon of 141 ± 18 M
-1

.s
-1

 was determined using the switchSENSE
®
 technology (Fig. 

S2). However, the dissociation constant koff was not determined as the oxyresveratrol and the protein 

formed a highly stable complex (no dissociation observed, Fig. S2). In addition, no modification of the 

stilbene mediated by the TvGSTO2S was observed in the presence or in the absence of glutathione, 

suggesting that the stilbene is not a substrate for the protein. 
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Figure 3: Stabilizing effects of oxyresveratrol on TvGSTO2S. Thermal shifts (ΔTd) are given in °C. 

For each tested concentration of oxyresveratrol, the final concentration of protein was 10 µM. 

The interactions between TvGSTO2S and oxyresveratrol were also studied at the atomic level. 

TvGSTO2S crystal structure was solved at 2.19 Å (Table S5). The protein adopts a dimeric 

arrangement with its monomers exhibiting the characteristic traits of the cytosolic GST fold (Fig. 4). 

Beside its conserved two-domain organization (N-terminal domain, β1α1β2α2β3β4α3, residues Cys3-

Ala95; C-terminal domain, α4α5α6α6’α7α8α9, Lys96-Arg236) TvGSTO2S shows the specificities of 

the fungal type-III Omega class, an extended loop between strands β3 and β4, a potential catalytic 

serine at the N-terminus of helix α1, and an additional helix α6’.(Schwartz et al., 2018) TvGSTO2S 

shares the same overall structure as its previously studied isoforms TvGSTO3S (rmsd of 1.366 Å for 

416 aligned Cα, PDB code 6F43)(Schwartz et al., 2018) and TvGSTO6S (rmsd of 2.223 Å for 460 

aligned Cα, PDB code 6F70).(Schwartz et al., 2018) The TvGSTO2S crystal soaked with 

oxyresveratrol resulted in a structure without major conformational changes with respect to the apo 

form. However, two main continuous regions were detected in the Fo-Fc electron density map, 

corresponding to two oxyresveratrol molecules. The first one binds in the hydrophobic site (H site) of 

monomer B of TvGSTO2S (Fig. 4). In this case, the ligand is in a native trans configuration and is 

stabilized in a slit formed by the hydrophobic side-chains of Phe123, Phe128 and Phe167. 

Oxyresveratrol molecule in trans configuration interacts by H-bond with Asp121 and Tyr174 from 

helix α4 and α6, respectively. The second molecule of oxyresveratrol binds in the site known as 

ligandin site (L site) at the TvGSTO2S dimer interface. Here it adopts a cis configuration according to 

the aromatic groups positioned on the same side of the central double bond (Fig. 4).  
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Stilbenes in the cis configuration, including cis oxyresveratrol, result from the photo-isomerization of 

the corresponding trans isomers upon light exposure.(Maafi, Al-Qarni, 2018a) This likely occurred in 

our experiment during the drying step before crystal dry-soaking. Oxyresveratrol molecule in cis 

configuration is well stabilized by four H-bonds established between the ligand hydroxy groups and 

the side chains of Glu86 (monomer A), Glu86 (B), Asn117 (A) and Asn117 (B) located at the dimer 

interface. These structural results support the strong interaction measured between TvGSTO2S and 

oxyresveratrol and suggest that this GST is able to interact with both cis and trans isomers at different 

sites. 

Figure 4. Crystal structure of TvGSTO2S complexed with trans and cis oxyresveratrol. 

(A) Oxyresveratrol in trans configuration bound to TvGSTO2S hydrophobic site. (B) and (C) Overall 

views of TvGSTO2S structure complexed with trans and cis oxyresveratrol. Secondary structure 

elements are displayed on panel B. N-terminal domain is colored cyan and C-terminal domain is 

colored pale yellow. (D) Oxyresveratrol in cis configuration bound to TvGSTO2S ligandin site at the 

dimer interface. Topological structures of trans and cis oxyresveratrol are shown in corresponding 

panels. Ligands are represented as green sticks and spheres. Polar interactions are represented as 

dashed lines. 2mFo-DFc omit maps calculated by PHENIX are displayed at 1.0σ around ligands. 
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DISCUSSION 

Forests, and in particular tropical forests, are reservoirs of amazing biodiversity, where trees play a 

major role in interacting with a large number of biological partners. These interactions are often due to 

the exchange of molecular signals. The molecular diversity of the involved compounds is linked to the 

extraordinary variability of secondary plant metabolism. For centuries, humans have used this 

diversity to obtain compounds or mixtures of compounds with antimicrobial and insecticidal activity. 

This is the case, for instance, of wood extractives. Depending on the considered species, these 

compounds may have functions in wood durability and may also exhibit antimicrobial and insecticidal 

activities. Numerous studies have indeed been devoted to the identification and characterization of 

these molecules.(Anouhe et al., 2015 ; Valette et al., 2017a ; Bossu et al., 2016 ; Doussot et al., 

2002b ; Rodrigues et al., 2011) On another hand, the wood decayers, microorganisms and insects, 

have developed efficient detoxification systems to deal with these compounds and also to use wood as 

source of nutriments. From comparative genomic and previously from functional studies, it appeared 

that these systems are mainly constituted of multigenic families.(Morel et al., 2013b ; Nagy et al., 

2017a ; Syed et al., 2014) The resulting proteins are involved either in oxidation of wood metabolites 

(e.g. cytochrome P450 monooxygenases), or in decrease of their chemical reactivity by addition of 

sugars or glutathione. These latest reactions are catalysed by glycosyl or glutathione transferases 

depending on the chemical nature of the considered adduct.  

The relationship between both diversities, i.e. wood extractives and detoxification enzymes, seems 

obvious and suggests that the latter could be used to study the chemical diversity of wood extracts and 

then to identify molecules that possess interesting properties for industry such as antimicrobial or 

antioxidative properties. In the present study, we have validated this hypothesis studying interactions 

between six GSTs from the white-rot Trametes versicolor and a library of wood extracts. The thermal 

shift assay has been used, this method allowing a fast screening of hundreds of samples using few 

amounts (µg) of extracts. The obtained results demonstrated that TvGSTOSs were more prone to 

interact with hydrophobic compounds since dichloromethane extracts induced the highest shifts of the 

thermal denaturation temperatures. Each TvGSTOs shows a specific pattern of interactions as 

previously shown with libraries of molecules.(Schwartz et al., 2018) Interestingly, the thermal stability 

of TvGSTO2S in presence of the extracts is significantly correlated to antimicrobial and antioxidative 

properties of the latter. The interaction could occur at different sites of the protein. A trans 

oxyresveratrol molecule occupies the active site (H-site) while a cis oxyresveratrol molecule occupies 

the dimer interface (L-site). These two sites were already described as binding sites for non-catalytic 

ligand in TvGSTOs.(Schwartz et al., 2018) These observations agree with the assumed ligandin 

function of GSTs that can facilitate the sequestration and the transport of hydrophobic 

molecules.(Cummins et al., 2011b ; Zhao, 2015b)  
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This ligandin property could be due to particular sites found at the dimer interface as demonstrated 

here for TvGSTO2S.(Brock et al., 2013b ; Ahmad et al., 2017a) The presence of this L-site increases 

by this way the number of potential interactions of GSTs with ligands. In accordance with the obtained 

biochemical data, binding of oxyresveratrol at the H-site could be responsible for the inhibition of 

TvGSTO2S glutathionylation activity. Nevertheless, further experiments are required to evaluate the 

affinity of the L-site for oxyresveratrol and the consequences of this binding on the activity of the 

enzyme. 

As detoxification enzymes, we postulated that the substrates or ligands of GSTs could have interesting 

properties with potential industrial applications. It is the case of oxyresveratrol, which has been 

studied for its multiple properties such as anti-inflammatory activity(Chen et al., 2013), antioxidative 

activity(Lorenz et al., 2003) and antibacterial activity.(Joung et al., 2016) Through the example of 

TvGSTO2S and oxyresveratrol, the obtained data support the hypothesis that the detoxification 

systems of wood decayers, and in particular glutathione transferases could be used to identify and 

characterize wood molecules with potential interest. In the same time, this approach should give 

insights on the chemical environment encountered by the studied organisms and then increase our 

understanding of their adaptation to their trophic features.  
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Table S1 : Glutathione transferases, antimicrobial and antioxidative variables obtained with wood extracts. Solvents are summarized as follows, DCM; 

dichloromethane, ACE; acetone, T/E; toluene/ethanol and WAT; water. Wood species names are summarized as follows, « Pv » for Peltogyne venosa, « Dg » 

for Dicorynia guianensis, « Bg » for Bagassa guianensis, « Hc » for Hymenaea courbaril, « Ts » for Tabebuia serratifolia, « Sr » for Sextonia rubra, « Ac » 

for Andira coriacea, « Ef » for Eperua falcata. The condition named « DMSO » corresponds to the control condition. For the first three columns, the values 

correspond to the inhibition index (I) described in the Material and Methods section. From the column « TvGSTO1S » to « TvGSTO6S » the data correspond 

to the thermal shifts (ΔTd). The values of phenolic content and the reductase activity are given in equivalent of gallic acid and of ascorbic acid (in µg.L
-1

) 

respectively. 
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Table S2: TvGSTO2S, antimicrobial and antioxidative variables obtained with fractionated 

Bagassa guianensis (Bg) acetonic extract. The Bg acetonic extract was fractionated by reversed-

phase HPLC and each harvested fraction (1 mL) was analyzed as described in the Materials and 

Methods section.  

 

Fractions 
ΔTd TvGSTO2S ( 

°C) 

Reductase activity 

(eq. in ascorbic acid in µg.L
-

1
) 

(I) S.cerevisiae 

Phenolic content 

(eq. in gallic acid in µg.L
-

1
) 

0 8.5 1091696.62 0.59 8599.51 

1 7.0 1201733.29 0.56 9296.06 

2 0.0 348171.80 0.53 133.29 

12 1.0 496821.07 0.53 432.89 

13 1.5 516598.95 0.39 478.20 

17 3.0 687840.81 0.43 1726.34 

18 3.5 721729.08 0.36 2387.13 

19 4.0 832270.21 0.28 2211.36 

20 5.0 1078902.05 0.20 7896.85 

21 6.0 1323845.45 0.29 8108.74 

22 9.0 2260937.25 0.00 13329.15 

23 5.5 1178092.33 0.24 6224.87 

24 3.0 756854.08 0.33 3874.90 

25 3.5 925429.56 0.25 4955.32 

26 3.0 824309.98 0.24 3372.01 

27 2.5 739274.67 0.20 2671.77 

28 2.0 666352.25 0.22 1704.17 

29 1.0 635007.36 0.25 1535.30 

30 1.0 610308.55 0.31 1921.17 

31 1.0 659624.94 0.31 1351.16 

32 1.5 696470.49 0.22 1760.18 

33 1.0 610491.69 0.28 1145.47 

34 1.0 568871.70 0.27 1198.26 

35 1.0 561492.57 0.25 625.85 

36 0.0 461916.40 0.36 476.95 

37 0.5 516819.63 0.58 975.69 

38 0.0 422270.92 0.44 374.54 

39 0.0 404487.45 0.30 226.42 

40 1.0 363146.77 0.23 124.57 

41 1.0 921292.26 0.82 1231.63 

42 0.0 429598.88 0.61 238.40 

43 0.0 327514.90 0.31 124.04 

44 0.0 293940.48 0.22 50.27 

45 0.0 320253.36 0.26 34.42 

46 0.0 296747.57 0.16 37.24 

47 0.0 274838.32 0.19 38.72 

48 0.0 318173.52 0.21 57.90 

49 0.0 280902.09 0.21 35.15 

50 0.0 284986.63 0.18 26.50 

51 0.0 285778.25 0.25 6.35 

52 0.0 262533.13 0.35 0.00 

DMSO 0.0 259824.19 0.17 14.44 
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Table S3: Diffraction and refinement statistics 

 

 

GSTO2S 

apo oxyresveratrol 

Diffraction data 

 
Diffraction source FIP-BM30A, ESRF FIP-BM30A, ESRF 

 
Detector ADSC Q315r CCD ADSC Q315r CCD 

 
Wavelength (Å) 0.97975 0.97975 

 
Unit-cell parameters 

  

 
a, b, c (Å) 59.0 93.0 96.0 58.6 93.9 95.8 

 
α, β, γ (°) 90 90 

 
Space group P212121 P212121 

 
Resolution range (Å) 48.02 - 2.19 (2.33 - 2.19) 47.9 - 2.30 (2.44 - 2.30) 

 
Total No. of reflections 198 770 (31 164) 174 134 (27 922) 

 
No. of unique reflections 27 630 (4 309) 24 016 (3 819) 

 
Average redundancy 7.2 (7.2) 7.2 (7.3) 

 
Mean I/σ(I) 16.5 (3.7) 13.8 (2.8) 

 
Completeness (%) 99.7 (98.4) 99.9 (99.9) 

 
Rmerge (%) 10.4 (61.5) 13.7 (75.7) 

 
Rmeas (%) 11.2 (66.1) 14.7 (81.4) 

 
CC1/2 (%) 99.9 (92.0) 99.8 (85.7) 

Refinement 

 
Resolution range (Å) 48.02 - 2.19 (2.28 - 2.19) 47.91 - 2.30 (2.40 - 2.30) 

 
Rwork / Rfree 0.20 / 0.26 (0.27 / 0.34) 0.19 / 0.25 (0.24 / 0.33) 

 
No. of protein atoms 7 264 7 252 

 
No. of waters 67 101 

 
Average B factor (Å²) 

  

 
All atoms 34.5 34.1 

 
Ligands 

 
45.7 

Model quality 

 
RMSZ bond lengths 0.56 0.56 

 
RMSZ bond angles 0.63 0.63 

 
Ramachandran favoured (%) 98.3 98.0 

 
Ramachandran outliers (%) 0.2 0.2 

 
Molprobity rotamer outliers (%) 1.3 1.4 

 
Molprobity clashscore 4.13 3.28 

 
Molprobity score 1.29 1.22 
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Figure S1 : GS-MS analysis of acetonic extract of Bagassa guianensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2: Real-time molecular interaction between TvGSTO2S and oxyresveratrol determined 

by switchSENSE
®
 analysis. The His-tagged TvGSTO2S was immobilized on fluorescent dsDNA 

nanolevers and oxyresveratrol was injected into the fluidic at 100 µM. (A) Association and (B) 

dissociation step. 
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Conclusion sur l’étude des GSTs de la classe Omega chez Trametes versicolor 

L’ensemble des ces travaux a contribué à la compréhension des GSTs de la classe Omega chez 

Trametes versicolor. Tout d’abord, une première étude a montré la présence d’une TvGSTO1C dans 

une gouttelette colorée produite par le champignon (Article n°1). De plus, cette étude a aussi 

démontré la capacité de TvGSTO1C à catalyser des réactions de déglutathionylation (envers le GS-

PAP) et de réduction (envers le 2-hydroxyéthyl disulfide, HED). Ces deux activités ont également été 

observées pour deux autres isoformes (TvGSTO2C et TvGSTO3C). D’autre part, afin de comprendre 

le rôle de TvGSTO1C, notamment dans l’exudat de T. versicolor produit sur du bois de chêne, une 

recherche de substrats et/ou de ligands potentiels a été menée. Cette recherche a mis en évidence 

l’effet stabilisateur induit par des extraits de bois de chêne sur la stabilité thermique de TvGSTO1C. 

Par ailleurs, une dizaine de flavonoïdes à l’état pur, ont aussi été testés sur la protéine et il s’est avéré 

que la quercétine induisait les plus forts effets stabilisateurs, suggérant une probable interaction entre 

la protéine et ce flavonoïde.  

Dans ce premier article, la présence mutuelle d’enzymes appartenant au système oxydatif et au 

système de détoxication nous a conduit à mimer les conditions potentielles dans l’exudat. Pour cela, 

nous avons étudié le lien fonctionnel entre l’action d’une versatile peroxydase (TvVP2) et celle d’une 

GST de la classe Omega (TvGSTO1C) vis-à-vis de deux flavonoïdes : la quercétine et la catéchine. Le 

principe fut donc d’utiliser TvVP2 pour oxyder et rendre les flavonoïdes plus aptes à subir une attaque 

nucléophile du glutathion. C’est après la formation du composé glutathionylé que les GSTOs à 

cystéine catalytique (comme TvGSTO1C) seraient susceptibles d’interagir avec ce substrat. 

Précédemment, plusieurs études ont mis en évidence la capacité des enzymes de type oxydase comme 

les peroxydases, les tyrosinases et les cytochromes P450 monooxygénases à oxyder la catéchine 

(Oszmianski, Lee, 1990) et la quercétine (Kubo et al., 2004 ; Sokolová et al., 2012). Généralement, les 

premières formes oxydées de ces deux flavonoïdes se caractérisent sous la forme de semiquinones. Par 

la formation de cette forme, les étapes d’oxydation contribueraient, indirectement, à la 

glutathionylation des flavonoïdes oxydés (Moridani et al., 2001 ; Awad et al., 2000). En effet, les 

formes semiquinones sont aptes à être réduites par l’action du glutathion engendrant ainsi, la formation 

de flavonoïdes glutathionylées. Au regard de la littérature scientifique, différentes formes 

glutathionylées de la catéchine et de la quercétine après une succession de réactions d’oxydation 

peuvent être produites. Ces formes conjuguées diffèrent de par la position de l’adduit de glutathion sur 

le flavonoïde. Par exemple, dans le cas de la catéchine, une étude a montré que trois différentes formes 

glutathionylées étaient générées avec à l’intérieur, la présence d’un adduit de glutathion sur le cycle B 

aux positions 2’, 6’ et 5’ (Figure n°50) (Moridani et al., 2001).  
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Figure n°50 : Structures chimiques des formes glutathionylées de la catéchine obtenues après une 

étape d’oxydation en présence d’une peroxydase de raifort et de peroxyde d’hydrogène (issue de 

Moridani et al., 2001). 

 

En qui concerne la quercétine, le couplage entre les étapes d’oxydation et de glutathionylation a 

également été étudié. Par exemple, l’incubation de la quercétine en présence d’une peroxydase de 

raifort, de H2O2 et de glutathion a permis la formation de deux formes conjuguées détectées grâce à 

des analyses de résonance magnétique nucléaire (RMN) (Awad et al., 2000). Les deux formes 

diffèrent par la position du groupement glutathionylé pouvant être présent sur le cycle A soit à la 

position 6, soit à la positon 8 (Figure n°51). Dixon et collaborateurs ont également mené des 

expériences d’oxydation de la quercétine avec la même peroxydase dans des conditions similaires. 

Cependant, les analyses en RMN couplées à de la spectrométrie de masse ont montré la présence d’un 

adduit de glutathion situé dans le cycle C du flavonoïde. Par la suite, des tests enzymatiques ont 

montré la capacité de certaines GSTs de plantes (de la classe Lambda) à déglutathionyler cette forme 

conjuguée (Dixon, Edwards, 2010 ; Lallement et al., 2014).  

 

Figure n°51 : Structures chimiques des formes glutathionylées de la quercétine obtenues après une 

étape d’oxydation en présence d’une peroxydase de raifort, de peroxyde d’hydrogène et  de glutathion 

(pour les positions 6 et 8 issue de Awad et al., 2000 et pour le cycle C issue de Dixon et Edwards, 

2010) 
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Cependant, cette stratégie d’associer une étape d’oxydation à une glutathionylation, présente des 

inconvénients. D’abord, la formation de composés semiquinones lors de l’oxydation de molécules 

phénoliques montre une certaine instabilité. Dans certains cas, cette instabilité peut se traduire par une 

polymérisation des groupements quinones entre eux, formant ainsi des polymères complexes à la 

couleur parfois brunâtre (Oszmianski, Lee, 1990 ; Moridani et al., 2001). Dans les expériences 

réalisées précédemment (Article n°1), cette polymérisation limite fortement la filtration et la 

séparation de la peroxydase du mélange réactionnel. De plus, malgré l’utilisation de techniques 

chromatographiques dédiées à la détection de molécules (chromatographie liquide à haute 

performance), l’autopolymérisation des semiquinones entre elles a pour conséquence la formation de 

molécules insolubles rendant difficile l’identification des produits d’oxydation. Par ailleurs, il n’est 

pas exclure que la peroxydase utilisée puisse, en présence de peroxyde d’hydrogène, oxyder 

directement le glutathion conduisant ainsi à la formation de deux molécules de glutathion reliées par 

un pont disulfure (glutathion oxydé, GSSG) (Galati et al., 1999). La présence de ce glutathion oxydée 

représente un problème dans l’analyse des résultats issus de l’étude de la dénaturation thermique de 

GSTs à cystéine. En effet, la cystéine libre de la protéine réduite est capable de cliver le pont disulfure 

de la molécule de GSSG, ce qui aurait pour conséquence la formation d’un adduit de glutathion lié à 

ce résidu. La présence de cet adduit stabiliserait significativement la protéine et dans ce cas, l’analyse 

des résultats pourrait s’avérer délicate.  

Par la suite, six TvGSTOs possédant une sérine dans le site actif ont été étudiées afin d’identifier les 

substrats et/ou les ligands potentiels de ces enzymes. De nouveau, la méthode de l’étude de la 

dénaturation thermique des protéines a été utilisée. Des résultats préliminaires ont montré la capacité 

globale de ces protéines à intéragir avec des benzophénones. Afin de comprendre les interactions entre 

ces composés et les TvGSTOS, neuf benzophéones ont été testées. Une étude structure-fonction menée 

sur TvGSTO3S a montré une sélectivité de la protéine à fixer dans son site H, les benzophénones en 

fonction du nombre et de la position des groupes hydroxyles. Par ailleurs, cette même démache a été 

utilisée sur une dizaine de flavonoïdes. Malgré l’observation de profils d’interaction relativement 

communs entre les six TvGSTOS, une isoforme (TvGSTO6S) a montré une spécificité d’interaction 

avec un composé en particulier : la naringénine. Par des expériences de co-cristallisation, deux 

molécules de naringénine ont été identifiées dans le site L situé à l’interface de dimérisation. Cette 

observation est en accord avec l’absence d’inhibition de l’activité de glutathionylation par la 

naringénine, prouvant ainsi que le site H n’est pas impliqué dans l’interaction entre les deux 

partenaires. L’identification des cibles moléculaires des GSTs permettrait d’appréhender les fonctions 

potentielles de ces enzymes. Cependant, la recherche de substats et/ou de ligands potentiels représente 

un challenge majeur et requiert, généralement, l’utilisation de plusieurs méthodes complémentaires.  

 



Résultats – Chapitre I – Conclusion 

 

224 

 

Dans le second article, une expérience de cristalographie d’affinité au cours de laquelle des cristaux de 

TvGSTO3S sont incubés en présence d’extraits acétoniques de bois de mersier a contribué à 

l’identification d’un ligand physiologique dans le site H de la protéine : la dihydrowogonine. Une 

molécule dont la structure est similaire à la dihydrowogonine (la wogonine) a été testée sur l’activiité 

de glutathionylation de TvGSTO3S. Les résultats ont montré une forte inhibition de l’activité 

confirmant l’implication du site H dans la reconnaissance du flavonoïde (Article n°2).  

Enfin, une troisième étude a confirmé la capacité ligandine d’une autre isoforme, TvGSTO2S, à 

interagir avec cette fois-ci, une nouvelle classe de polyphénols (celle des stilbènes) et notamment 

l’oxyresvératrol (Article n°3). Cette molécule a été identifiée dans un premier temps dans un extrait 

acétonique de bois de bagasse (Bagassa guianensis) qui présentait des réactivités biologiques 

importantes (activité antimicrobienne, antioxydante) et induisait un effet stabilisateur majeur sur la 

protéine TvGSTO2S. L’interaction entre TvGSTO2S et l’oxyresvératol a pu être confirmée par 

l’observation d’effets stabilisateurs, des inhibitions de l’activité de glutathionylation et un suivi en 

temps réel de l’interaction entre la protéine et son ligand. L’oxyresveratrol peut subir une 

photoisomérisation provoquant un changement de configuration passant de trans à cis. La 

caractérisation structurale a révélé la présence des deux configurations fixées dans deux sites 

distincts : la configuration trans dans le site H et la configuration cis dans le site L (à l’interface du 

dimère).  
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Chapitre II : Etude d’une classe de GSTs conservée mais minoritaire chez Trametes 

versicolor : la classe Xi  

 

Article n°4: Trametes versicolor Glutathione Transferase Xi 3, a dual Cys-GST with catalytic 

specificities of both Xi and Omega classes  

 

Mathieu Schwartz†, Thomas Perrot†, Aurélie Deroy, Thomas Roret, Mélanie Morel-Rouhier, 

Guillermo Mulliert, Eric Gelhaye, Frédérique Favier and Claude Didierjean 

† Co-auteurs 

Cet article est en cours de révision dans FEBS Letter. 

 

Parmi les 44 gènes codant des GSTs chez Trametes versicolor, 3 codent des GSTs de la classe Xi 

(TvGSTX1, TvGSTX2, TvGSTX3). Les GSTXs sont capables de déglutathionyler des dérivés 

d’hydroquinones. La ménadione glutathionylée (GS-MEN) est un exemple de substrat typique de ces 

enzymes. L’objectif de cet article fut de caractériser biochimiquement et structurellement deux 

isoformes de cette classe (TvGSTX1 et TvGSTX3). Pour cela, les TvGSTXs ont été étudiées sous 

forme recombinante après production et purification chez Escherichia coli.  

Les résultats ont montré que les deux enzymes catalysent des réactions de déglutathionylation envers 

la GS-MEN. Cependant, l’une d’entre elles, TvGSTX3, catalyse aussi la réaction de 

déglutathionylation sur un substrat typique des GSTs de la classe Omega : le phénylacétophénone 

glutathionylé (GS-PAP ou PAP-SG). L’analyse des séquences peptidiques a indiqué la présence dans 

l’hélice α9, d’une sérine (à la position 295) chez TvGSTX3 au lieu d’une histidine chez TvGSTX1. De 

plus, la caractérisation structurale a montré des différences dans le site H entre les deux protéines. En 

effet, la présence d’un résidu (en l’occurrence la sérine) dont l’encombrement stérique est relativement 

petit, permettrait à TvGSTX3 d’accepter des substrats autre que les hydroquinones. Cette hypothèse a 

été validée par des expériences de mutagénèse dirigée et par une approche de modélisation structurale.  
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ABSTRACT   

Glutathione transferases (GSTs) from the Xi and Omega classes have a catalytic cysteine residue, 

which gives them reductase activities. Until now, they have been assigned distinct substrates. While Xi 

GSTs specifically reduce glutathionyl-(hydro)quinones, Omega GSTs are specialized in the reduction 

of glutathionyl-acetophenones. Here we present the biochemical and structural analysis of TvGSTX1 

and TvGSTX3 isoforms from the wood-degrading fungus Trametes versicolor. TvGSTX1 reduces 

GS-menadione as expected while TvGSTX3 reduces both Xi and Omega substrates. An in-depth 

structural analysis indicates a broader active site for TvGSTX3 due to specific differences in the nature 

of the residues situated in the C-terminal helix α9. This feature could explain the catalytic duality of 

TvGSTX3. Based on phylogenetic analysis we propose that this duality might exist in saprophytic 

fungi and ascomycetes.   

 

KEYWORDS  

Glutathione  transferase Xi; Glutathionyl-hydroquinone reductase; Crystallography; 

Glutathionylacetophenone reductase; Dual enzyme activity 

 

ABBREVIATIONS  

GST, glutathione transferase; GSTX, Xi class GST; GSTO, Omega class GST; GHR, 

glutathionylhydroquinone reductase; GSH, glutathione; GS-PAP, glutathionyl-phenylacetophenone; 

GS-MEN, glutathionyl-menadione; CDNB, 1-Chloro 2,4-dinitrobenzene; rmsd, root mean square 

deviation; ESRF, European Synchrotron Radiation Facility; PDB, Protein Data Bank; CSD, 

Cambridge Structural Database; JGI, Joint Genome Institute. 
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INTRODUCTION  

Glutathione transferases (GSTs) are widespread enzymes, which use glutathione (GSH) through 

several different types of reactions. Most GSTs that harbor a catalytic serine residue (SerGSTs) or a 

catalytic tyrosine residue (Tyr-GSTs) exhibit glutathione-transferase activity, and GSTs with a 

catalytic cysteine residue (Cys-GSTs) mainly possess glutathione-lyase activity (i.e. 

deglutathionylation)
1
. Cys-GSTs biochemically characterized so far are subdivided into at least six 

classes, Beta
2
, CLIC

3
, dehydroascorbate reductases

4
, Omega

5
, Lambda

6,7
, and Xi

8
. GSTs adopt a 

conserved fold composed of two domains, namely an N-terminal thioredoxin-like domain, and a C-

terminal α-helical domain. The active site, located in a cleft at the interface between domains, consists 

of a GSH-binding site (G site) and a hydrophobic-moiety binding site (H site). While Ser-GSTs and 

Tyr-GSTs are mainly dimeric, Cys-GSTs show more structural diversity. Indeed, GSTLs, DHARs and 

CLICs are monomeric, GSTBs and GSTOs assemble through the canonical dimer, and GSTXs form 

an atypical dimer.   

GSTO isoforms from human (HsGSTO1) and from the white rot fungus Phanerochaete 

chrysosporium (PcGSTO3 and PcGSTO4) have been shown to catalyze specific reduction of 

glutathionyl-acetophenones 
8-10

 (Figure 1). Board and coworkers proposed a reaction mechanism for 

human isoform HsGSTO1
9
. The catalytic thiolate is assumed to attack the thioether sulfur atom to give 

an acetophenone enolate and a mixed disulfide between glutathione and C32 of HsGSTO1. The 

enolate is readily protonated to produce the acetophenone. Then a molecule of glutathione reduces the 

active-site disulfide bond and achieves enzyme regeneration. The crystal structure of an enzyme-

substrate complex provided no insight into the reaction mechanism. Indeed, the structure of the mutant 

HsGSTO1
C32A

 in complex with glutathionyl-nitroacetophenone (GS-NAP) revealed the substrate 

bound in a site too far from the active site to be of catalytic relevance
11

.   

GSTs of the Xi class constitute a distinct phylogenetic group
12

 that has been characterized through 

multiple studies in bacteria (PcpF from Sphingobium chlorophenolicum
13

 and YqjG from E. coli
14

), 

fungi (ECM4 from S. cerevisiae
15,16

, PcGSTX1 from P. chrysosporium previously named PcGHR
18

), 

and plants (PtGHR1 and PtGHR2 from poplar
17

). Contrary to GSTOs, GSTXs do not reduce 

glutathionyl-acetophenones but exhibit specific activity in reducing glutathionyl-(hydro)quinones
18,19

 

(Figure 1). GSTXs have been initially named glutathionyl-hydroquinone reductases (GHRs) and such 

activity was not detected for GSTO isoforms
18,20

. Green and coworkers
14

 proposed that three tyrosine 

residues and a cysteine within the active site contribute to the catalytic activity of Xi GSTs. First, the 

attack of the substrate by the catalytic thiolate together with an acid catalysis by the tyrosine cluster 

result in a mixed disulfide bond Cys-S-SG and a protonated hydroquinone. Then, the tyrosine triad 

acts as a base to activate a second glutathione molecule during the regenerative process.  
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Structural comparisons based on the crystal structure of E. coli YqjG isoform in complex with 

glutathionylmenadione enabled a description of the residues involved in the hydroquinone 

stabilization
15,21

. The putative roles of five residues, F228, Y224, H345, H350 and W48 (ECM4 

numbering) emerged from the active site analysis. The tyrosine and phenylalanine residues could 

stabilize the aromatic moiety of the substrate. The nitrogen atom of the W48 indole group and a water 

molecule coordinated by both histidine residues could interact with the carbonyl-quinone groups.   

In this study, we present the biochemical and structural analysis of the GST isoforms X1 and X3 from 

the white rot Trametes versicolor. While both possess a GHR function as expected, TvGSTX3 has a 

surprising additional activity so far thought to be specific to GSTOs
9
. A crystallographic study helped 

in determining the molecular features that could explain this original profile. Then a phylogenetic 

analysis focused on fungal GSTXs investigated the possible distribution of this catalytic diversity. 

 

Figure 1. Reactions catalyzed by GSTOs and GSTXs 

GS-phenylacetophenone: glutathionyl-phenylacetophenone; GS-menadione: glutathionyl-menadione; 

GSH: glutathione ; GSSG : glutathione disulfide. 
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MATERIAL AND METHODS  

Cloning, mutagenesis, expression and purification  

Synthetic genes encoding TvGSTX1 (JGI accession number: Tv66368), TvGSTX3 (Tv73942), mutant 

TvGSTX3
S295H

 were purchased from GeneCust (Luxembourg). A site-directed mutagenesis 

experiment using two complementary mutagenic primers was performed for obtaining the catalytic 

mutant TvGSTX3
C56S

. These genes were cloned into the recombinant plasmid pET26b in order to add 

a His-tag at the C-term for facilitating their purification (Table S1). Production step was made at 37°C 

by using a heterologous system with Escherichia coli Rosetta2™ (DE3) pLysS strain (Novagen) in a 

Luria Bertani Broth medium. The recombinant proteins were purified and eluted by using a column 

containing a Ni
2+

-nitriloacetate-agarose resin, as described previously 
22

. In addition, the expected 

molecular masses of the purified proteins were checked by mass spectrometry (electrospray 

ionization).   

Enzymatic measurements   

The reductase activity of the studied TvGSTXs was tested against glutathionyl-phenylacetophenone 

(GS-PAP) and glutathionyl-menadione (GS-MEN), the substrates being synthetized as described 

previously 
23

. The appearance of the expected products (phenylacetophenone and menadione) was 

followed by reverse chromatography. The assays were carried out as developed previously
7
 and the 

concentration ranges were 5 - 200 µM and 500 - 2500 µM for GS-PAP and GS-MEN, respectively.   

The glutathione transferase activity of the recombinant proteins towards 1-chloro 2,4dinitrobenzene 

(CDNB) was also investigated by using a spectrophotometric method described previously
24

.   

Crystallization, X-ray data collection, processing and refinement  

Crystallization of TvGSTXs was conducted with the microbatch under oil method at 278 K. 

TvGSTX1 crystallized by mixing 1 µL of protein (24 mg/mL) with 1 µL of solution consisting in 16% 

(w/v) polyethylene glycol 4000, 0.1 M pH 8.5 Tris-HCl buffer and 0.2 M magnesium chloride. 

TvGSTX3 wildtype crystallized by mixing 2 µL of protein (7.5 mg/mL) with 1 µL of solution 

consisting in 20% (w/v) polyethylene glycol 8000, 0.1 M pH 6.5 sodium cacodylate buffer and 0.2 M 

magnesium acetate. TvGSTX3-GSH crystals were obtained by co-crystallization using the same 

conditions for the native protein and 10 mM glutathione. Monocrystals of TvGSTX3
C56S

 were obtained 

under the same conditions as those for the wild-type protein plus 0.2 µL of 30% dextran sulfate 

sodium salt. All crystals were cryo-protected by a quick soaking in their mother liquor plus 20% 

glycerol. X-ray diffraction experiments were carried out on the ESRF beamline FIP BM30A 

(Grenoble, France). Data sets were indexed and integrated using XDS
25

 and scaled with XSCALE or 

Aimless of the CCP4 suite
26

. The structure of TvGSTX3 was solved by molecular replacement with 

MOLREP
27

 using coordinates of PcGSTX1 (PDB code 3PPU)
8
 as the search model.  
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Structures were refined with PHENIX
28

 and manually built with COOT
29

. All structures were 

validated with MOLPROBITY
30

. All figures were prepared by using Pymol (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC).  

Docking study  

Molecular docking calculations of GS-PAP in TvGSTX3 were performed by using GOLD software
31

. 

GSPAP binding site was defined by specifying the sulfur atom of catalytic cysteine C56 (TvGSTX3 

numbering) as the center of the cavity. Distance constraints were applied in order to (i) maintain the 

glutathione moiety in its binding site (G site) and (ii) to keep plausible stereochemistry of the 

phenylacetophenone moiety, as defined from crystal structures of similar molecules from the 

Cambridge Structural Database (CSD)
32

. All other parameters were kept at their default values.   

Phylogenetic analysis  

GST Xi sequences were retrieved from the JGI database (https://jgi.doe.gov/) by the Protein Blast 

method using the sequences of TvGSTX1 and TvGSTX3 as templates. Putative GTSX sequences were 

curated manually. All sequences were aligned using the MAFFT multiple sequence alignment 

algorithm
33

. Phylogenetic analysis was performed using the Neighbor-Joining method implemented in 

the MEGA7.0.21 software with 2000 bootstrap replicates 
34

. 
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RESULTS AND DISCUSSION  

1. TvGSTX1 reduces GS-MEN while TvGSTX3 reduces both GS-MEN and GS-PAP   

Trametes versicolor possesses three GSTX-coding genes and the corresponding proteins are named 

TvGSTX1, TvGSTX2 and TvGSTX3. We purified recombinant TvGSTX1 and TvGSTX3, which 

shared 76% sequence identity (82% between TvGSTX1 and TvGSTX2, and 73% between TvGSTX2 

and TvGSTX3). Mass-spectrometry experiments conducted with the two His-tagged proteins revealed 

masses of 37129 Da and 36982 Da (Table S2) respectively, consistent with native proteins in their 

reduced state (devoid of any covalent adduct, eg Cys-S-SG). TvGSTXs were both tested with different 

substrates to assess their reductase activity (classic GSTX substrate glutathionyl-menadione, GS-

MEN; classic GSTO substrate glutathionyl-phenylacetophenone, GS-PAP) and GSH-transferase 

activity (classic GST substrate CDNB) (Table 1, Figure S1).   

Expectedly, no GSH-transferase activity was detected for any isoform, which is a typical trait for most 

Cys-GSTs
8,20

. TvGSTX1 and TvGSTX3 both have glutathionyl-hydroquinone reductase activity with 

the substrate GS-MEN (kcat/Km around 2200 mM
-1

.min
-1

) in accordance with data obtained on 

GSTXs from various organisms (PcGSTX1 from P. chrysosporium, 600 mM
-1

.min
-1

; PtGHR1 from 

poplar, 1000 mM
-1

.min
-1

; YqjG from E. coli, 1100 mM
-1

.min
-1

, Table 2). To complete the enzymatic 

profile of each isoform, the substrate GS-PAP (usually reduced by GSTOs but not GSTXs
17,20

) was 

tested. While TvGSTX1 behaves like previously studied GSTXs and is inactive with GS-PAP, 

TvGSTX3 surprisingly reduces this substrate with a catalytic efficiency of 9152 mM
-1

.min
-1

, below 

but comparable to PcGSTOs (Table 2).   

In order to further characterize the peculiar isoform TvGSTX3, we studied the mutant in which a 

serine residue replaced the catalytic cysteine C56 (TvGSTX3
C56S

). As expected, TvGSTX3
C56S

 no 

longer reduced GS- derivatives consistently with data obtained with PcGSTX1
C86S

 in a previous 

study
8
. However, TvGSTX3

C56S
 acquired GSH-transferase activity with CDNB (Figure S1). The same 

property was observed for PcGSTO4
C37S

 
20

 but not for PcGSTX1
C86S

 
8
. As a conclusion to these 

experiments, TvGSTX3 isoform has the singular catalytic property to behave both like a GHR and a 

GSTO. It prompted us to determine its crystal structure. 
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     GS-MEN GS-PAP 

 

 

 
 

 

 Km (µM) 

  TvGSTX1 921 ± 200 ND 

TvGSTX3 2509 ± 257  207 ± 45 

TvGSTX3 C56S ND ND 

TvGSTX3 S295H 1055 ± 189 4861 ± 1576 

   kcat (min-1) 

  TvGSTX1 1966 ± 201  ND 

TvGSTX3 5619 ± 361  1895 ± 257 

TvGSTX3 C56S ND ND 

TvGSTX3 S295H 205 ± 16 99 ± 26 

   kcat/Km (mM
-1

.min
-1

) 

  TvGSTX1 2196 ± 198 ND 

TvGSTX3 2240 ± 143  9152 ± 1236 

TvGSTX3 C56S ND ND 

TvGSTX3 S295H 195 ± 15 15 ± 5 

 

Table 1. Kinetic parameters of wild-type and mutant TvGSTXs  

Data are represented as mean ± S.D. (n = 3). ND: not detected. GS-MEN: glutathionylmenadione, GS-

PAP: glutathionyl-phenylacetophenone. 

 

Table 2. Reductase activities of characterized GSTXs and GSTOs toward GS-hydroquinones or 

GS-acetophenones 

ND means that reductase activity was not detected. For all GSTXs, Glutathionyl-hydroquinone 

reductase activity was assessed by using GS-MEN substrate. For all GSTOs, 

glutathionylacetophenone reductase activity was assessed by using GS-PAP substrate
20

, except for 

HsGSTO isoforms for which GS-nitroacetophenone was used
9
. 

 

Class Organism Enzyme Catalytic efficiency (kcat/Km, mM-1.min-1) References 

   GS-hydroquinone GS-acetophenone  

GSTX 

Escherichia coli EcYqjG 1100 ND Xun, 2010; Green, 2012 

Saccharomyces cerevisiae ScECM4 812 ND Schwartz, 2016 

Phanerochaete chrysosporium PcGSTX1 600 ND Meux, 2011 

Trametes versicolor 

TvGSTX1 2196 ND This study 

TvGSTX3 2240 9152 This study 

TvGSTX3S295H 195 15 This study 

      

GSTO 

Phanerochaete chrysosporium 
PcGSTO3 ND 2427 Meux, 2011 

PcGSTO4 ND 52173 Meux, 2013 

Homo sapiens 
HsGSTO1-1 ND 780 Board, 2007; Xun, 2010 

HsGSTO2-2 ND ND Board, 2007; Xun, 2010 
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2. TvGSTX1 and TvGSTX3 share similar structures with differences in the active site  

A crystallographic study was undertaken on TvGSTX1 and TvGSTX3. We solved four structures: 

wild-type TvGSTX1
WT

, wild-type TvGSTX3
WT

, wild-type TvGSTX3
GSH

 co-crystallized with 

glutathione, and TvGSTX3
C56S

 mutant bound with dextran sulfate used as a crystallization additive 

(Table S3). The three structures that correspond to isoform TvGSTX3 are almost identical (largest root 

mean square deviation (rmsd) of 0.267 Å for 508 Cα aligned between TvGSTX3
WT

 and 

TvGSTX3
C56S

). The only difference lies in the N-terminal end visible in electron density starting from 

Asp21 (monomer A) in TvGSTX3
WT

 and from Ala28 (monomers A) in TvGSTX3
GSH

 and 

TvGSTX3
C56S

. This suggests some flexibility upon ligand binding. Superimposed structures of 

TvGSTX1
WT

 and TvGSTX3
WT

 indicate a high degree of likeness (rmsd of 0.569 Å for 488 Cα). Both 

isoforms display their highest structural homology with PcGSTX1 (rmsd of 0.546 Å for 563 Cα and 

sequence identity of 70% between TvGSTX1 and PcGSTX1) (Figure 2). In brief, TvGSTX monomers 

adopt the GST fold (N-terminal domain β1α1β2α2β3β4α3, and C-terminal domain α4α5α6α7α8α9) 

with the specific features of the Xi class, which include a long insertion loop between β2-α2, extended 

N- and C-terminal coils, and an atypical dimerization mode by the helical domains
8
. In brief, TvGSTX 

monomers adopt the GST fold (N-terminal domain β1α1β2α2β3β4α3, and C-terminal domain 

α4α5α6α7α8α9) with the specific features of the Xi class, which include a long insertion loop between 

β2-α2, extended N- and C-terminal coils, and an atypical dimerization mode by the helical domains
8
. 

A detailed structural comparison of the active sites was done in an attempt to explain the catalytic 

profile of TvGSTX3 with respect to the X1 isoform. Both crystallographic structures indicate active 

sites that share many features in common. The determination of TvGSTX3
GSH

 structure enabled the 

identification of residues essential for glutathione recognition (G site) (Figure S2). GSH interacts 

mainly through polar contacts with the side chain or the main chain of the residues W89, R125, V128, 

E143 and S144. This binding site is strictly conserved in TvGSTX1, as in GSTX structures determined 

so far (Figure S3). The catalytic cysteine residue and the tyrosine triad are arranged in the same way in 

both isoforms. Significant differences are observed at the H site. On the one hand, the residues that 

line the putative quinone binding site (H site) of TvGSTX1 are identical to those suggested from the 

structures of PcGSTX1
8
, ScECM4

15
, and EcYqjG

14
. They include residues W58 from helix α1, Y194 

and F198 from α4, H296, and H301 from helix α9. On the other hand, both histidine residues are not 

conserved in TvGSTX3 and helix α9 is one residue shorter at its C-terminal end (Figure 2). Indeed, the 

295
SYYA-Q

299
 sequence in TvGSTX3 replaces the 

296
HYYWSH

301
 sequence of TvGSTX1. These 

differences create an additional solvent accessible cleft in the active site of TvGSTX3, which is 

located between helix α9 and loop β2-α2. Its presence is mainly due to the replacement of the first 

histidine (H296 in TvGSTX1) by the smaller S295. The next section discusses the potential of this 

cleft as a binding site for the phenylacetophenone moiety of the TvGSTX3 substrate GS-PAP.   
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Figure 2. Crystal structures of TvGSTX1 and TvGSTX3  

Top panel: Superimposition of TvGSTX1 dimer (white) and TvGSTX3 dimer (black) complexed with 

glutathione. Secondary structure elements are labeled and glutathione is represented as green sticks 

and spheres. Bottom panels: Active sites of TvGSTX1 (left) and TvGSTX3 (right). Differences 

present in TvGSTX3 helix α9 create an accessible cleft (circled by a dotted line) near the catalytic 

cysteine C56. Molecular surfaces are represented in white transparency. Side-chains are displayed as 

red sticks and spheres. 

 

In TvGSTX3
C56S

 crystal structure, inspection of electron density maps revealed the presence of a 

crystallization additive bound to the active site (Figure S4). This ligand was identified as three units of 

dextran-sulfate (sulfated glycosidic polymer with α-1,6 bonds). Dextran-sulfate fully occupies both G 

and H sites. Sidechains of residues F197, S295 and N301 move to accommodate the ligand that is 

stabilized mainly by its sulfate groups. Five hydrogen bonds are established between the dextran and 

side chains from R112 (α2), R125 (α2-β3, involved in glutathione binding), Y193 (α4, which belongs 

to the tyrosine cluster), Q299 (α9) and N301 (C-terminal tail). The presence of a polysaccharide in the 

active site may be of biological relevance. Indeed, it was shown that GSTX ScECM4 would be 

involved in the biosynthesis of the fungal cell wall
35

, which is mainly constituted by carbohydrate 

polymers (chitin, β-1,3- and β-1,6- glucans)
36

. 
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3. TvGSTX3 has a new cleft suited for GS-PAP binding  

Enzymatic assays showed that TvGSTX1 and TvGSTX3 reduced GS-MEN as expected and unveiled 

an additional activity for TvGSTX3 in reducing GS-PAP. Crystallographic study revealed an 

additional accessible cleft in the active site of TvGSTX3 when compared to TvGSTX1 and known 

GSTX structures. A less bulky serine residue in helix α9 of TvGSTX3 (S295) partly explains the 

presence of the new cleft. A histidine residue occupies this position in TvGSTX1 (H296). We 

generated the mutation S295H to evaluate the importance of this position in the catalytic diversity of 

TvGSTX3. The catalytic efficiency of TvGSTX3
S295H

 with GS-PAP dropped to 15 mM
-1

.min
-1

 

(resulting in a 623-fold loss with respect to the wild-type protein) by decreasing both the apparent 

affinity for GS-PAP (Km value multiplied by 24) and the turnover number (kcat value divided by 19, 

Table 1). The GS-MEN activity did not show such a change. TvGSTX3
S295H

 was still active with GS-

MEN though with a 10-fold drop in kcat/Km caused by a decrease of the catalytic rate only. This 

suggests that the histidine side-chain does not cause a decrease in the ability to bind GS-MEN, but that 

the conformation of the bound substrate is not ideal with respect to the catalytic mechanism. Our 

results show that a single mutation in TvGSTX3 helix α9 leads to the near loss of the GSTO activity 

while retaining the GSTX activity. 

We performed a molecular docking study to evaluate if the new cleft in the active site of TvGSTX3 

and its activity against GS-PAP could be related. We assumed that the glutathionyl- moiety of GS-

PAP would bind to the G site in a conformation similar to reduced glutathione in TvGSTX3
GSH

 and we 

applied atomic position constraints accordingly during molecular docking. Additionally, distance 

constraints based on small molecule crystal structures (CSD) were also applied to the phenyl-

acetophenone group to maintain plausible stereochemistry. The constrained docking suggests three 

regions in the active site, which could be competent for phenylacetophenone-moiety binding (Figure 

3). Indeed, we found a mean distance between the sulfur atom of the catalytic cysteine (C56) and the 

thioether sulfur atom of GS-PAP near 4 Å. The first region corresponds to the new cleft described in 

the previous section, between helix α9 and the adjacent loop β2-α2. The sidechains of Phe84, Tyr193, 

Ser295, Ala298 and Gln299 ensure a hydrophobic environment and a snug fit for the 

phenylacetophenone-moiety. These residues interact with the ligand dextran-sulfate in the 

TvGSTX3
C56S

 crystal structure (see above). The second region is located along helices α4 and α9 with 

Phe197 and Gln299 as the residues potentially engaged in stabilization of the glutathione adduct. The 

last region is perpendicular to the helix α4 with the side-chains of Trp58, Asn190 and Tyr193 as the 

closest neighbors of the phenylacetophenone-moiety. This third region corresponds to the menadione-

moiety binding site in the crystal structure of EcYqjG in complex with GS-MEN
14

. Taken together, the 

mutagenesis study and the docking simulation support the reduction of GS-PAP with its 

phenylacetophenone-moiety bound in the cleft present in TvGSTX3 but not in TvGSTX1. In the next 

section, we investigate the differences between these two isoforms from a phylogenetic point of view. 
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Figure 3. Docking poses of GS-PAP in TvGSTX3 active site  

Representative binding poses (n°1 in yellow, n°2 in cyan and n°3 in salmon) of GS-PAP were 

predicted by GOLD in TvGSTX3 active site. Region of pose n°1 is located in the cleft between β2-α2 

and helix α9. 

 

4. Helix α9 is prone to mutations in the active site of fungal GSTXs  

Putative GSTX sequences were retrieved from the 49 fungal genomes that were used in two previous 

evolutionary studies
37,38

. TvGSTX1 and TvGSTX3 were used as the queries for Protein BLAST 

searches. This set of sequences was aligned and used to perform a phylogenetic study (Figure S5). The 

results suggest the presence of at least one GSTX isoform in each organism. Larger numbers of GSTX 

isoforms (up to five in Oidiodendron maius) are found in two groups of organisms: ascomycetes and 

saprotrophic basidiomycetes (three isoforms in T. versicolor). Extensions of the GST classes Ure2p 

and GSTFuAs have been previously reported in wood-decayers, with more than 10 isoforms for some 

of them
39,40

. In these classes, the sequences cluster in an organism-specific manner, which could reflect 

a recent diversification
40,41

. We observed a similar trend for GSTXs. 

The aligned sequences reveal the invariance of the catalytic cysteine as well as of the three tyrosine 

residues that form the catalytic triad (Figure S3). Most residues that constitute the substrate-binding 

sites (G and H sites) are also well conserved. Interestingly, variations are found at C-terminal helix α9, 

which is a part of the H site bottom (Figure 4). Position 296 (TvGSTX1 numbering) is occupied by a 

His residue in 61% of the sequences or by a smaller residue in 28% (a Gly residue in most cases, S295 

in TvGSTX3). This residue is critical in providing a large cleft in TvGSTX3 potentially related to its 

catalytic diversity.  
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An additional difference is found at position 301 with a histidine residue in 55% of the sequences 

(H301 in TvGSTX1 and Q299 in TvGSTX3). The sequences show that residues at positions 296 and 

301 (TvGSTX1 numbering) tend to co-evolve. Indeed, when the first position is occupied by a non-

His residue, so does the second one (81% of the cases). Thus, the helix α9 region is probably prone to 

mutations as previously reported for solvent-exposed helices
42,43

. This variable region could promote 

catalytic diversity in the GSTX family, as shown for TvGSTX3 isoform. 

Figure 4. Neighbor-joining analysis of fungal GSTX revealed variations at helix α9   

GS-MEN in TvGSTX1 active site (model based on the superimposition with YqjG complexed with 

GSMEN) is shown in left panel. The histidine pair (side-chains in green sticks) that coordinates a 

water molecule in the vicinity of GS-MEN (yellow sticks) is labeled. Neighbor-Joining analysis of 

representative GSTX sequences is displayed in the middle panel. Sequences for which the histidine 

pair is absent are in bold and original residues are indicated. Bootstrap values are indicated at nodes. 

Trave: Trametes versicolor, Phchr : Phanerochaete chrysosporium, Picst : Pichia stipitis, Sacce : 

Saccharomyces cerevisiae. GSTX important residues are indicated in the right panel: catalytic residues 

are colored red, putative (hydro)quinone binding site residues are colored gray. Numbering is based on 

TvGSTX1 sequence. 

 

CONCLUSION  

In this study we show that GSTX1 and GSTX3 from T. versicolor have the usual GS-(hydro)quinone 

reductase activity while TvGSTX3 has an additional glutathionyl-acetophenone reductase activity, a 

feature of GSTOs. Both have the GSTX fold and exhibit structural differences in the active site located 

at the C-terminal end of helix α9. In TvGSTX3, the presence of smaller residues creates a new cleft 

that could offer favorable environment for GS-PAP and could explain the substrate diversity observed 

for this isoform, in accordance with mutagenesis and docking experiments. This peculiar H site makes 

TvGSTX3 a dual Cys-GST, which shares the substrate specificities of Xi and Omega classes. An 

examination of fungal GSTX sequences shows that the case of TvGSTX3 should not be unique. This 

suggests additional functions of GSTXs with respect to their initially assigned GHR activity. Further 

studies are necessary to clarify whether isoforms from different organisms also exhibit substrate 

diversity.   
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Table S1. Nucleotide sequences of TvGSTX1
WT

 and TvGSTX3 
WT

, 
C56S

 and 
S295H

 designed to 

contain a His-tag at the end of the C-terminal part. 

Sequences coding for TvGSTX1
WT

, TvGSTX3
WT

 and TvGSTX3
S295H

 have been obtained from gene 

synthesis whereas TvGSTX3
C56S

 has been generated by a site-directed mutagenesis experiment. 
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Table S2. Mass spectrometry analysis of recombinant TvGSTXs 

Molecular masses of mutant and wild type TvGSTXs were analyzed after purification. Mass-expected 

values correspond to proteins devoided of the first Met residue and bearing an hexa-histidine tag. Mass 

spectrometry analysis have been done by using a Bruker microTOF-Q spectrometer (Bruker Daltonics, 

Bremen, Germany) equipped with an Apollo II electrospray ionization source with an ion funnel and 

operated in the negative ion mode. A concentrated sample (around 100 µL at 100 µM) in formic acid 

has been injected. The potential between the spray needle and the orifice was set to 4.5 kV. Before 

each run, the instrument was calibrated externally with the TunemixTM mixture (Agilent 

Technologies) in quadratic regression mode. Data were analyzed with DataAnalysis software (Bruker). 
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Table S3. Diffraction and refinement statistics  

Rmerge = ∑    ∑ |  (   ) −   (   ) |/ ∑    ∑    (   ).   

Rmeas = ∑   { (   )/[ (   ) − 1]}1/2 ∑ |  (   ) −   (   ) |/ ∑    ∑    (   ).   

Rpim =∑   {1/[ (   ) − 1]}1/2 ∑ |  (   ) −   (   ) | / ∑    ∑    (   ).   

Rwork = ∑   ||    | − |     ||/ ∑   |    |.   

CC1/2 is the correlation coefficient of the mean intensities between two random half-sets of data
1
. 5% 

of reflections were selected for Rfree calculation. RMSZ: root mean square Z-score
2
. The Molprobity 

clashscore is the number of serious clashes per 1000 atoms
3
. The Molprobity score is a log-weighted 

combination of the clashscore, percentage Ramachandran not favored and percentage bad side-chain 

rotamers
3
. Values in parentheses are for highest resolution shell.   
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Figure S1. Glutathione transferase activity towards CDNB for the mutant TvGSTX3
C56S

 

Glutathione transferase activity was assessed by using 1-chloro 2,4-dinitrobenzene (CDNB) and 

glutathione (GSH) in a 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA buffer at room temperature. Enzymatic 

reaction was triggered by adding 5 µM of TvGSTX3
C56S

 to the mixture (black arrow). Absorbance of 

the product was monitored at 340 nm. 

 

 
Figure S2. Glutathione bound to TvGSTX3 G site 

2Fo-Fc electron density omit map around glutathione is shown at 1.0 σ. Glutathione binding site 

residues are displayed as sticks and polar contacts are represented as dashed lines. 
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Gto3p|Sacce1|4945       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

GSTX1|Trave1|66368      M--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------S S---------  

GSTX2|Trave1|50990      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

GSTX3|Trave1|73942      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

GSTX1|Phchr2|2982482    MSFT------ ------TGST ------LQHQ --------EA QLQGAKDETV T---QLEQRA A---------  

GSTX2|Phchr2|2624184    MTSLSASGSA IHITFLTNGL ------LDTL TRRFTSTPLR LLRPASYVQA PYISLRKANM ST--------  

Agabi_varbisH97_2|137   M--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------A A---------  

Amamu1|78766            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Amath1|62909            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- M---------  

Aspnid1|4489            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Aspnid1|7897            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M F---------  

Aspnid1|8922            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Aurde3_1|115815         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Aurde3_1|1240856        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Botbo1|118302           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Conpu1|60697            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Conpu1|82579            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Copci1|17111            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- M---------  

Crypa2|254574           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M K---------  

Dacsp1|67545            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Fomme1|130383           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Fomme1|130388           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Fomme1|143667           M--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------S T---------  

Fompi3|1022961          MTLV------ ------IRLL ------LASR T------RTS RLSATRFPSS LH-LHITSRT M---------  

Fompi3|127425           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- M---------  

Galma1|62390            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Glotr1_1|112236         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Glotr1_1|120328         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Glotr1_1|137290         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Glotr1_1|37102          ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- M---------  

Gymlu1|36123            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- M---------  

Hebcy2|440337           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Hetan2|39076            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Hetan2|442680           M--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------A A---------  

Hydpi2|96315            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M T---------  

Hypsu1|37440            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Hypsu1|40330            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Jaaar1|142100           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Jaaar1|63226            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M P---------  

Lacbi2|648000           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Mellp1|35938            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Oidma1|124122           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M R---------  

Oidma1|165197           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Oidma1|182545           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M E---------  

Oidma1|39468            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M AP--------  

Oidma1|46504            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M T---------  

Paxin1|138020           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Paxru1|825741           MSADEQVKFL PGMATPIRQL IIRGCSLASQ RPL---IAPS SLPKHSHSLV E---RSSFRT S---------  

Phybl2|126467           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Picst3|43969            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Pilcr1|4571             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Pilcr1|827566           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Pirin1|77935            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Pisti1|121423           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

PleosPC15_2|48940       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Plicr1|42268            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Plicr1|43753            MS-------- ---------- ---------- ---------- ---------- --------TA A---------  

Plicr1|43758            MS-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------T A---------  

Punst1|118707           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Punst1|52675            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Punst1|55793            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Punst1|62356            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M V---------  

Schco3|2086920          ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M T---------  

Schco3|2516063          ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M SS--------  

Schco3|2615640          MSTTL----- -----FTRRW -----ALVGR TR----VPPD IIGTRA---- ---------M STYAR-----  

Sclci1|100395           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Sebve1|329667           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

SerlaS7_9_2             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M T---------  

Sphst1|178948           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sphst1|178963           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sphst1|193280           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sphst1|232298           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Stano2|8800             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M T---------  

Suilu1|799805           MAVAL----- ----IRSRLL ------MVSI K------PLT VVSSSPRSSL LY-HTRTMTS T---------  

Treme1|57346            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M S---------  

Trire2|112633           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M AS--------  

Trire2|56819            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M LSASY-----  

Tubme1|220              ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M FFRSIFRQTF  

Tubme1|6088             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Tulca1|76207            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- M---------  

Tulca1|76222            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M A---------  

Ustma1|1515             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M V---------  
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   ---------- ---------- ---------- ---------- KQW---A-SG TNGAFK---- --R-QVSSFR  

Gto3p|Sacce1|4945       ---------- ---------- ---------- ---------- EKS---A-SN NKAEFK---- --R-QSSPFR  

GSTX1|Trave1|66368      ---------- ---------- --------TT RDVSHLSDI- SKS---I-SE PDGSFN---- --R-KPSVFR  

GSTX2|Trave1|50990      ---------- ---------- --------ST RDVSHLTDI- TKR---P-LE PDGTFK---- --R-RPTSFR  

GSTX3|Trave1|73942      ---------- ---------- --------AT RDVTHLTDI- SKG---L-AE ADGSFK---- --R-KASTFR  

GSTX1|Phchr2|2982482    ---------- ---------- --------GG ASHELQSDI- SKM---K-TE DDGSFK---- --R-KAASFR  

GSTX2|Phchr2|2624184    ---------G STLPHQHTAL QQANEQRLPA RD-PGQSDV- SKM---K-MQ ADGSFD---- --R-KPSTFR  

Agabi_varbisH97_2|137   ---------- ---------- --------MT REVSSQSDI- GKM---K-TE PNGAYK---- --R-LEASFR  

Amamu1|78766            ---------- ---------- --------ST KDISQFTDI- GKM---K-TE PDGTFK---- --R-QVSQFR  

Amath1|62909            ---------- ---------- --------ST RDVTDQSDI- TKM---K-VE ADGSFK---- --R-LDASFR  

Aspnid1|4489            ---------- ---------- ---------- -----ENET- YKH-----AD KDGHFR---- --R-KDSVFR  

Aspnid1|7897            ---------- ----LVLRR- --------AN QLTDISKKI- TDWV--NPGD KSGEFK---- --R-QASVFR  

Aspnid1|8922            ---------- ---------- ---------- ------MPH- HEP-----ST AD-------- -------GWH  

Aurde3_1|115815         ---------- ---------- --------MS RDVSSQVDI- SKG---KFHG ADGSFQ---- --R-APSSFR  

Aurde3_1|1240856        ---------- ---------- --------MS RDTSSQSDI- TKL---P-TA ADGSFQ---- --R-APSSFR  

Botbo1|118302           ---------- ---------- ---------- ---MSQSDI- TKW-----HS DDGHFR---- --R-QQSTFR  

Conpu1|60697            ---------- ---------- ---------- ---------- --M---A-TE KDGSFK---- --R-ADAAFR  

Conpu1|82579            ---------- ---------- ---------- ---SKNADH- RIV---P-TD KDGSFK---- --R-PDSAFR  

Copci1|17111            ---------- ---------- --------TS NDSSSQADV- YKA---P-RN EDGSIK---- --F-HTTSFR  

Crypa2|254574           ---------- ---------- ---------- -QSTSPFKV- TNWV--DPKD KSGEFK---- --R-QVSSFR  

Dacsp1|67545            ---------- ---------- ---------- ---AEKKDI- TSW-----AA KDGQFK---- --R-QASTFR  

Fomme1|130383           ---------- ---------- --------SD AGTGDQTDL- TKL---E-RE KDGSFK---- --R-QASSFR  

Fomme1|130388           ---------- ---------- --------SA PGTGDQTDLR NNL---S-RD KDGSFK---- --R-QVSTFR  

Fomme1|143667           ---------- ---------- --------AT RDVSHQSDI- SKM---K-AE GDGEFK---- --R-KPSTFR  

Fompi3|1022961          ---------- ---------- --------GT RDVTHVSDI- TKRV--Q-TA ADGSFL---- --R-PASQFR  

Fompi3|127425           ---------- ---------- --------ST RDVTHLTDI- NKM---A-PE QDGSFN---- --R-RPSQFR  

Galma1|62390            ---------- ---------- --------TT KDTTLQSDI- TKF---K-TE SDGSFK---- --R-ADASFR  

Glotr1_1|112236         ---------- ---------- --------MS RNAEEQSDI- TRL---K-FE ADGSFK---- --R-LDSSFR  

Glotr1_1|120328         ---------- ---------- ---------- ---SAATNI- HEL-----GT AD-------- -------GWH  

Glotr1_1|137290         ---------- ---------- --------MS RDTRSQSDV- SKQ---L-IE KDGSFK---- --R-PDSVFR  

Glotr1_1|37102          ---------- ---------- --------SG GDCQSQADV- SQQ---P-IG KDGSFK---- --R-PDSVFR  

Gymlu1|36123            ---------- ---------- --------ST RDVSHQSDI- AKM---K-TE PDGTFK---- --R-LDSIFR  

Hebcy2|440337           ---------- ---------- --------TT KDTTLQSDI- GKM---K-TE PDGSFK---- --R-LDASFR  

Hetan2|39076            ---------- ---------- --------MS TTAVSQANP- AEK---K-GE PDGSFK---- --R-PASSFR  

Hetan2|442680           ---------- ---------- --------AA RDVSHQSNI- AKM---R-TD GDGSFK---- --R-LPSTFR  

Hydpi2|96315            ---------- ---------- --------SA RDSSHQSDI- GKM---K-LE ADGSFK---- --R-AASAFR  

Hypsu1|37440            ---------- ---------- --------TA KDATLQSDI- TKM---K-RQ PDGSFN---- --R-APSSFR  

Hypsu1|40330            ---------- ---------- --------TP KDSVSQSDV- GLM---K-RE PDGSFK---- --R-PDSSFR  

Jaaar1|142100           ---------- ---------- --------MS KDVSLQADI- SKM---G-SQ PDGSFK---- --R-APASFR  

Jaaar1|63226            ---------- ---------- --------AS KDVSLQADI- SKM---G-SQ PDGSFK---- --R-APASFR  

Lacbi2|648000           ---------- ---------- ---------- ---------- --M---K-TE PDGSFK---- --R-LDASFR  

Mellp1|35938            ---------- ---------- --NSNSKLDH SIQSSRKEI- TTW-----AS EDGHFR---- --R-QASSFR  

Oidma1|124122           ---------- ----GQLL-- --------EL TSHSQATKI- TDWV--APND KSGEFK---- --R-GQSQFR  

Oidma1|165197           ---------- ---------- --------ET KKTAAAESI- NSV---V-DA ATGEFK---- --R-PAAQFR  

Oidma1|182545           ---------- ---------- ---------S KTEAESKDV- TEVVFKA-AE SYGHYQ---- --R-KASQFR  

Oidma1|39468            ---------- ---------- --------ST ADNPEDKDV- YKF---N-FE KNGTFK---- --R-QVSSFR  

Oidma1|46504            ---------- ---------- ---------- ----IKNDP- GSF-----AD DDGHFR---- --R-PEAKIR  

Paxin1|138020           ---------- ---------- ---------M TSTSNQADI- GKM---K-LE SDGSFK---- --R-AASAFR  

Paxru1|825741           ---------- ---------- --------SM TSTSNQADI- GKM---K-LE SDGSFK---- --R-AASAFR  

Phybl2|126467           ---------- ---------- ---------- ----TKPAI- LNW-----AS KDGEFK---- --R-QQSVFR  

Picst3|43969            ---------- ---------- ---------- ---------- LKF-----AA KDGAFH---- --R-RPSLFR  

Pilcr1|4571             ---------- ---------- --------TK KDASLQSDI- TKF---R-HE PDGSFR---- --R-APSVFR  

Pilcr1|827566           ---------- ---------- --------TK KDTSLQSDF- AKL---K-YE PDGSYK---- --R-IPSAFR  

Pirin1|77935            ---------- ---------- --ENNSNIGA RDVSNMSDI- SKS---K-ME KDGSYN---- --R-RPSSFR  

Pisti1|121423           ---------- ---------- --------SV RDTTLQSDI- GKM---K-LE NDGSFK---- --R-ASSAFR  

PleosPC15_2|48940       ---------- ---------- ---------- ---------- --M---K-PE ADGSFK---- --R-ADASFR  

Plicr1|42268            ---------- ---------- ---------- --TQVQTDP- TKR---E-TN PDGSFK---- --A-NVSTFR  

Plicr1|43753            ---------- ---------- --------TQ RDTTLQSDI- TKM---K-TE PDGSFK---- --R-AASQFR  

Plicr1|43758            ---------- ---------- --------TQ RDTTLQSDI- AKM---K-TE PDGSFK---- --R-ADAQFR  

Punst1|118707           ---------- ---------- ---------- --STDLTDP- AKF---K-LQ ADGSLK---- --R-PQSAFR  

Punst1|52675            ---------- ---------- --------AT RDVSKQSDI- TKM---T-TD PDGSFK---- --R-KASTFR  

Punst1|55793            ---------- ---------- ---------- ---ATQAD-- --------GS DHKDFV---- --P-PDGSWH  

Punst1|62356            ---------- ---------- ---------- ----LSRHL- RGFC--SPRS ASGSAKTGDT LLR-KVAVFT  

Schco3|2086920          ---------- ---------- ---------- ---------- ------T-NA PDGSYQ---- --R-PPSQFR  

Schco3|2516063          ---------- ---------- ---------- ---------- ------N-EK SDGSFK---- --R-QDSSFR  

Schco3|2615640          -RLACPSHPQ PSLRYQPSK- --------LK RTMTTQLDIG TRV---Q-TD KDGSFV---- --R-PASSFR  

Sclci1|100395           ---------- ---------- --------AS KDHTLQSDI- GKM---T-LE ADGSFK---- --R-AASSFR  

Sebve1|329667           ---------- ---------- ---------- -----MSDI- SKS---K-ME QDGSFN---- --R-KPSTFR  

SerlaS7_9_2             ---------- ---------- --------AK RDTSHQSDI- AKL---K-TE ADGSFK---- --R-AASVFR  

Sphst1|178948           ---------- ---------- ---------- ---MSQSDI- TKS---NPID KDGSFK---- --R-AAASFR  

Sphst1|178963           ---------- ---------- --------MS NHTSNQSVV- ------T-AN KQGAFV---- --R-PSSSFR  

Sphst1|193280           ---------- ---------- --------MS NDTSNQSVV- ------T-AN KQGAFV---- --R-PSSSFR  

Sphst1|232298           ---------- ---------- --------MS KDTSTPNPP- --------TN KQGAFV---- --R-TASSFR  

Stano2|8800             ---------- ---------- ---------- ------TEI- HKY-----GT DD-------- -------GWH  

Suilu1|799805           ---------- ---------- --------ST KDVSSQSDI- GKM---R-TE ADGSFK---- --R-AASSFR  

Treme1|57346            ---------- ---------- ---------- ---TVTQKI- TDW---A-DK KDGSFK---- --R-QTSTFR  

Trire2|112633           ---------- ---------- ---------- ---------- VQQ---T-YH DKGRFT---- --R-PDSTFR  

Trire2|56819            ---------- ------LHCW -YPSDIPTSL QSSNQESKI- TDWV--KPGD KTGEFK---- --R-QVSSFR  

Tubme1|220              SHLSSPLKAS PSLRYQLN-- --------YR AMSTSGQKI- TDWC--TPDS KRGEFN---- --R-KPSTFC  

Tubme1|6088             ---------- ---------- ---------- -APIQKHKI- TEWV--AVDS KTGEFQ---- --R-KPSVFR  

Tulca1|76207            ---------- ---------- --------SA PSNASQTPS- TDT-----AA AKGAWK---- --HPAPSSFR  

Tulca1|76222            ---------- ---------- --------AT GNSDAQKNI- LTW---A--S NDGAFR---- --R-QASSFR  

Ustma1|1515             ---------- ---------- ---------- -----EHSV- AVH-----AG KDGNFR---- --R-QASAFR  

 

        β1     α1   β2 
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   ETIS--KQ-H PIYKPAKGRY WLYVSLACPW AHRTLITRAL KGLTSVIGCS VVHWH----- LDEKGWRFLD  

Gto3p|Sacce1|4945       EIIS--AD-H PIYKPAKGRY WLYVALPCPW AQRTLITRAL KGLAPIIGCS VAHWH----- LDDKGWRFLE  

GSTX1|Trave1|66368      NFVE--KG-G -AFAPEKGRY HLYVSYACPW ATRTLIVRKI KGLEEFIDVS VVSPR----- MGAHGWPFAN  

GSTX2|Trave1|50990      DFIQ--KG-G -KFEPEKGRY HLYVSYACPW ATRALIVRKL KGLEDFIGVS VVSPQ----- MGAKGWPFAS  

GSTX3|Trave1|73942      RFIE--KG-G -EFEPEKGRY HLYVAYSCPW ATRTLIVRKI KGLEEIVGVT IVSPL----- FSAHGWPFGD  

GSTX1|Phchr2|2982482    NWIQ--PN-G -DFTPEKGRY HLYVSYACPW ATRTLIVRKL KGLEDFIGVT VVSPR----- MGSNGWPFAN  

GSTX2|Phchr2|2624184    HWIS--QD-G -PFKPEKGRY HLYVSYGCPW ATRTLIVRQL KGLEDVISVS VVSPR----- MDANGWPFAN  

Agabi_varbisH97_2|137   DVIA--AG-S -KFEPEADRY HLYICYACPW ATRTLIMRKL KGLESIISVT VVSPR----- MGSDGWAFAN  

Amamu1|78766            NFIE--KG-G -RFEPEKDRY HLYVSYACPW ATRTLIMRKL KGLEDIIPVS VVSPH----- MGANGWPFAN  

Amath1|62909            NWIE--KD-G -KFKPEKDRY HLYVSLACPW ATRTLIVRKL KGLEDIIPVT VVSPR----- MGTQGWPFAN  

Aspnid1|4489            SWVSASPD-A -DFPAEKDRY VLYLNYGCPW AHRTNIVRSL KGLEDIIQLV VCDFE----- LGSQGWFFSE  

Aspnid1|7897            NLISKEAG-A -EFPPEKDRY HLYVSYACPW AHRTLIVRKL KGLEDIISYT SVHWH----- LGEKGWRFAT  

Aspnid1|8922            GSI---PD-S --FPAEPDRY HLYIGLFCPF AHRVNFVRHL KGLTELIDLS VVMPYPKGDS KGWPGWRFPA  

Aurde3_1|115815         NTLT--PE-- ---QAQSGRY HLYVSYACPW ATRALIVRKL KGLDAHIGVT VVSPR----- MGEHGWPLGD  

Aurde3_1|1240856        NTIA--PA-- ---DAQSGRY HLYVSLGCPW ATRTLIVRKL KGLEAHVGVT FVSPR----- MTADGWAFGD  

Botbo1|118302           DFIT--KD-G -EFAPEKGRY HLYVSYACPW AHRTLIFREL KGLQDLIDVS VVSPH----- LGQDGWPFAS  

Conpu1|60697            NWIE--KG-G -KFEPKKGRY HLYVSYACPW ATRTLITRKL KGLEDFIGVD VVSPH----- MGSDGWPFAN  

Conpu1|82579            NWIE--KG-G -KFEPKKGRY HLYVAYSCPW ATRTLIVRKL KGLEDFISVD VVSPG----- ITPEGWVFAN  

Copci1|17111            DTIE--RG-G -KFEPECDRY HLYASYACPW ATRTLIVRKL KGLEDII--- -LSPR----- LGANGWPFAS  

Crypa2|254574           EWISSEPG-A -KFPPEKGRY HLYISYACPW ATRVIIARKL KGLEDFITVS AVHWS----- LGEKGWRFPT  

Dacsp1|67545            DEIK--KG-G -QFEPEKGRY HLYVSYACPW AHRTLIVRAL KGLEDILPVS VVSPH----- MGQDGWPFAS  

Fomme1|130383           DTIV--KG-G -KFGPESGRY HIYASFGCPW AHRTLIVRQV KGLGDIISVS IVSPR----- MDKDGWKFAN  

Fomme1|130388           DTIV--KG-G -KFEPEPGRY HLYAALICPW AHRTLIVRKI KGLEDIISVT ITAPR----- MDKDGWPFAN  

Fomme1|143667           NGIE--KG-G -RFEPERDRY HLYVSYACPW ACRTLITRKL KGLEEIIPFS VVSPR----- MGEHGWPFAN  

Fompi3|1022961          DSIE--KG-G -KFEPEKGRY HLYVSYACPW ATRALIMRKL KGLEDFIDVS VVSPH----- MAAHGWPFAN  

Fompi3|127425           EWIE--RG-G -KYAPEKDRY HLYVSYVCPW ATRTLIVRQL KGLEDIIPVT VVSPR----- MDEHGWPFAN  

Galma1|62390            NIVE--KG-G -KFEPEQNRY HLYVSYACPW ATRTLIVRKL KGLDTIIPVT VVSPR----- MGPHGWPFAQ  

Glotr1_1|112236         NQIQ--KG-G -KFEPEKDRY HLYVSYACPW ATRALIVRKL KGLENLIGVT VVSPR----- MGEHGWPFAN  

Glotr1_1|120328         GVIS--PD-G -PFPPETGRY HLYIGLFCPF AHRANLVRHI KGLTDFIDVS IVKPYPKGDE KGWPGWRFPG  

Glotr1_1|137290         NWVE--KG-G -KFAPEAGRY HLYVAYVCPW ATRTLIVRKL KGLHNIVSVT VASSR----- MDEHGWPFAN  

Glotr1_1|37102          NWIE--KG-G -KFAPEADRY HLYVVYGCPW ATRTLIVRKL KGLEDIIPVT AASPR----- ADEHGWPFAK  

Gymlu1|36123            NFIE--KG-G -QFEPEKNRY HLYVSLACPW ATRTLIVRKL KGLEDLISVT VVSPR----- MGTNGWPFAS  

Hebcy2|440337           NTIE--KG-G -KFEPATDRY HLYVSYACPW ATRTLIVRKL KGLEPFIPVT AVSPR----- MGANGWPFAN  

Hetan2|39076            SFVE--KG-G -QFPPENNRY HLYVAYGCPF ASRTLIVRKL KGLEDIISVT VCSPR----- FGPNGWPFAS  

Hetan2|442680           SAVE--KG-G -QFPPEKDRY HLYVSYACPW ATRTLIMRKL KGLEDIVPVT VVSPH----- MGELGWPFAS  

Hydpi2|96315            NWIQ--KD-G -EFTAEKDRY HLYVSYACPW ATRALITRKL KGLEDIIPVT VVSPH----- MGDNGWPFAS  

Hypsu1|37440            NTIE--QG-G -KFAPETDRY HLYVSLACPW ATRTLIVRKL KGLDSLIPVT VVSPH----- MGAQGWPFAS  

Hypsu1|40330            DVIE--KG-G -RFTPEEGRY HLYVAFSCPW ATRTLIVRKL KGLDSIIPVT IVSPR----- IGPNGWAFGS  

Jaaar1|142100           NTIE--KG-G -KFEPEGDRY HLYVAYACPW ATRTLIVRKL KGLEALISVS VVSPH----- MGSNGWPFAS  

Jaaar1|63226            NTIE--KG-G -KFEPEGDRY HLYVSYACPW ATRTLIVWKL KGLEALISMS VVSPH----- MGSSGWPFAS  

Lacbi2|648000           NTIE--RG-G -RFEPERDRY YLYVSYACPW ATRTLIVRKL KRLDEFIPVT VVSPR----- MGTHGWPFAN  

Mellp1|35938            DQIS--NE-G -KFKPEKGRY HIYVSLACPW AHRVLIFLQL KGLKDLVGVS VVHPF----- MGTEGWSWNA  

Oidma1|124122           NFIK--KG-G -QFPPEKDRY HLYVSYACPW AHRTLIVRRL KGLEDIIPFT SVHWH----- MQELGWRFAT  

Oidma1|165197           NHISSKPG-S -PFPPESGRY HLYVSYACPW AHRTLIMRNL KGLQSIIDFT SVHWYM---D LGGIGWRFAK  

Oidma1|182545           NWVSADPE-A -EFPAESGRY VLYLNLGCPW AHRTNIVHKL KGLEDVIQVV VMGYV----- LTPEGWIYDG  

Oidma1|39468            SWVSTEPG-A -RFPAEKDRY VLYMNRGCPW ASRANLVRTL KGLEDVIQMV VLDWE----- LFPEGWSFTG  

Oidma1|46504            NFVSADPD-S -EFPAEANRY VLYVHYACPW AHRILIVRVL KALEDIIEVV ELD-K----- ADEIGWAFSG  

Paxin1|138020           NSIQ--KD-G -EFTAEKDRY HLYVSYSCPW ATRTLITRKL KGLEDIIPVT AVSPH----- MGENGWPFAS  

Paxru1|825741           NWIQ--KD-G -EFAAEKDRY HLYVSYACPW ATRTLITRKL KGLEDIIPVT VVSPH----- MGENGWPFAS  

Phybl2|126467           NHIEADKN-A -TFAAEKDRY HLYVSWACPW AHRTAIVRKL KGLEDIISIS AVHYL----- LGEKGWKFAS  

Picst3|43969            DFISNKPG-S -KFLAEANRY HLYVSFACPW AHRTLITRVL KGLSSVISVS VVHWH----- MDDKGWRFIN  

Pilcr1|4571             SFIE--KG-G -QFEAEKDRY HLFVSYACPW ATRTLIVRKL KGLEDLIPVT IVSPH----- MGTEGWPFAN  

Pilcr1|827566           SFIE--KE-G -QFEAERDRY HLYVSYACPW ATRTLIVRKL KGLEDLIPVT IVSPH----- MGTEGWPFAN  

Pirin1|77935            NWIE--KG-G -KYEPEAGRY HLIVSYACPW AHRTLITRKL KGLEDIVSLS VVSPH----- MGSNGWPFKN  

Pisti1|121423           NWIHP-KD-T -QFPAERDRY HLYVSYACPW ATRTLITRKL KGLEDIIPVT VVSPH----- MGENGWPFAS  

PleosPC15_2|48940       NVIE--KG-G -RFEPEKDRY HLYVSYACPW ATRTLIVRKL KGLEDFIPVT VVSPR----- MGSQGWPFAN  

Plicr1|42268            NFLE--KG-G -QFEPERGRY HLYVSYTCPY ATRTLIARKL KGLEDIIPIT VLSPK----- VGKNGFPFAN  

Plicr1|43753            DFIA--KG-N -QFEPEKERY HLYVSYACPW ATRTLIVRKL KGLEDIIPVT IVSPR----- MGSLGWAFAN  

Plicr1|43758            DFIA--KG-N -KFEPEKERY HLYVSYACPW ATRTLVVRKL KGLEDIIPVT VVSPR----- MGSLGWPFAN  

Punst1|118707           DWIV--PGSG -KFEPEKGRY HLYVSLACPW AHRTLIVRKL KGLEEIIPIH VVSPH----- LGEHGWPFAS  

Punst1|52675            DFIE--KG-G -KFEPEKGRY HLYVSYACPW ATRTIIVRKL KGLEDFIPVH VVSPR----- MGEHGWPFAN  

Punst1|55793            SIIA--PD-S -EFPPEAGRY HLYIGLFCPF AHRANLVRHL KGLTSLIDVS VVKPYPKGDE KGWPGWCFPK  

Punst1|62356            ARLPRIQG-P -HSSFVAGRY ILYVSYGCPW ASRTLIVRKL KGLEDVIDLA VVYYH----- LGENGWEFRP  

Schco3|2086920          SIIE--KG-G -QFPPERDRY HLYVSYSCPW ATRTLIVRKL KGLEDIISFT PVVPR----- LGKQGWPFYN  

Schco3|2516063          NFIE--KG-G -KFAPEHDRY HLYVSYACPW ATRALIMRKL KGLEDIIPFS AVSPR----- MGTNGWPFRR  

Schco3|2615640          NFIE--KG-G -KFAPERDRY HLYVSYACPW ATRALIVRKL KGLEDIIPFT AVSPR----- MGKDGWPFRR  

Sclci1|100395           NWIQS-KD-G -QFPAEKDRY HLYVSYACPW ATRTLITRKL KGLEDIIPVT IVSPR----- MGENGWPFAS  

Sebve1|329667           DVIE--KG-G -RYEPEKGRY HLYVSYACPW AHRTLITRKI KGLEDYVDVT VVSPH----- MGNHGWPFAK  

SerlaS7_9_2             HFIE--KG-G -KFEAERDRY HLYVSYSCPW ATRTLIVRKL KGLEDIIPVT VVSPH----- MGKDGWPFAS  

Sphst1|178948           NHVT--KD-G -EFPAEAGRY HLYVSLACPW AHRTLILRKL KGLEDILPVS VVSPR----- MAENGWPFAN  

Sphst1|178963           NFIE--KG-E -EFEPEAGRY HLYVSVACPW AHRALILRKL KGLEDIVCQS ---------- ----------  

Sphst1|193280           NFIE--KG-G -EFEPEAGRY HLYVSVACPW AHRALILRKL KGLEDIVSLS IAAPR----- MHAKGWAFSN  

Sphst1|232298           NFIE--KG-G -EFEPEAERY HLYVSIACPF AHRALILRKL KGLEDIISLS IAAPR----- MHAKGWAFSN  

Stano2|8800             GVIK--EG-G -EFPPEKDRY HLYIGLFCPF AHRPNLVRHL KHLTSTLPIS VVRPYP---- KGEPGWRFD-  

Suilu1|799805           NFIE--ND-G -KFTPEKGRY HLYVSYACPW ATRTLIARKL KGLEDFLAVS TVSPH----- MGAQGWPFKN  

Treme1|57346            DVIG--PD-S -HFLPEKGRY HLYVSYACPW AHRTLIVRAL KGLEEYIDVS VVHPH----- MLEGGWHFVK  

Trire2|112633           NFISKDPE-S -QFPAERGRY ALYLSPGCPW AHRTMIVRLL KGLDSIIDLY QVHFH----- MGSEGWYFSG  

Trire2|56819            NWISRESG-A -QFPPEAGRY HLYVSYACPW AHRTLITRKL KGLDDIISFS VVHWH----- LGEKGWRFAT  

Tubme1|220              DLVSREPN-A -KFPPERGRY HLYVSYACPW AHRTLITREL KGLQDIIGVS VVHWH----- LGENGWRFGT  

Tubme1|6088             DAISKVPG-A -QFPPEKGRY HLYVSYACPW AHRTQIIREL KGLQDIISLS VVHWH----- MGSKGWRFAT  

Tulca1|76207            SFIE--KG-G -QFPPEKDRY HLYVSKSCPW AGRTMIVRHL KGLESLIGLT ILTPY----- MTELGWAFKK  

Tulca1|76222            NFIE--KG-G -EFPPEKGRY HLYISHACPW ANRTAIVRRM KGLESFIDVT VVSPY----- MGGLGWPFKK  

Ustma1|1515             NTIS--KD-G -PHPPEKGRY ILYCALICPW ASRTLHTRAL KQLEDIIDVA IVHYS----- LTPNGWSFSV  
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   MEKQLEDSED FLEHWHDVAG GIRTAKEDSS KSFAEIKNDS Q-----R--- -FMVDATNE- PH-YG---YK  

Gto3p|Sacce1|4945       E----GDGKT NERHWFDIAG GISSVNLNTS TPVANIPNNA H-----R--- -LLVDGTDE- PH-YG---YK  

GSTX1|Trave1|66368      V--------- ---------- ---------- --------D- A-----F--- ---PGADAD- PL-FG---AE  

GSTX2|Trave1|50990      A--------- ---------- ---------- --------D- A-----Y--- ---PGADLD- PL-YD---VK  

GSTX3|Trave1|73942      V--------- ---------- ---------- --------S- P-----F--- ---PGAEAD- PF-YN---AQ  

GSTX1|Phchr2|2982482    V--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PAADSD- PL-NN---AQ  

GSTX2|Phchr2|2624184    V--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGADED- PL-HG---AR  

Agabi_varbisH97_2|137   A--------- ---------- ---------- --------D- D-----Y--- ---PGAEVD- PI-HN---VK  

Amamu1|78766            V--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PSADVD- PL-YG---SE  

Amath1|62909            I--------- ---------- ---------- --------D- N-----F--- ---PGAQVD- PV-RG---AN  

Aspnid1|4489            S--------- ---------- ---------- --------G- R-----N--- ---GSAKKD- PL-YG---FT  

Aspnid1|7897            P--------- ---------- ---------- --------D- E--D--I--- -PGANTTPD- PVHSS---YS  

Aspnid1|8922            SN-------- ---------- ---------- --------D- E-----Y--- ---PGATVD- RL-FG---ED  

Aurde3_1|115815         A--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGADRD- PH-EG---AQ  

Aurde3_1|1240856        V--------- ---------- ---------- --------D- V-----F--- ---PGAETD- PN-EG---AR  

Botbo1|118302           A--------- ---------- ---------- --------D- E-----Y--- ---PGAGTD- PL-YD---SK  

Conpu1|60697            A--------- ---------- ---------- --------D- E-----Y--- ---PGATKD- SL-HGNE-VR  

Conpu1|82579            V--------- ---------- ---------- --------H- D-----F--- ---PGATRD- SI-HGDE-VT  

Copci1|17111            V--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGAETD- PL-YN---SQ  

Crypa2|254574           A--------- ---------- ---------- --------E- DK-D--I--- -EGENVIPD- PLHED---FT  

Dacsp1|67545            A--------- ---------- ---------- --------D- A-----F--- ---PGADSD- PN-EN---AK  

Fomme1|130383           I--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGTDVD- TL-NH---AD  

Fomme1|130388           I--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGAEVD- DL-NH---AD  

Fomme1|143667           I--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PAAGVD- PV-NH---AQ  

Fompi3|1022961          V--------- ---------- ---------- --------D- A-----F--- ---PGADAD- PL-YG---AE  

Fompi3|127425           I--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGADKD- PL-YG---AD  

Galma1|62390            V--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PAAGED- PI-YK---SE  

Glotr1_1|112236         A--------- ---------- ---------- --------H- K-----F--- ---PDADVD- PL-YN---SD  

Glotr1_1|120328         SA-------- ---------- ---------- --------D- E-----Y--- ---PRATVD- KL-FG---SE  

Glotr1_1|137290         V--------- ---------- ---------- --------D- K-----L--- ---PGAEED- PF-YG---SE  

Glotr1_1|37102          V--------- ---------- ---------- --------D- R-----F--- ---PDVEDD- PL-YG---SE  

Gymlu1|36123            V--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGAEAD- PL-YN---SQ  

Hebcy2|440337           V--------- ---------- ---------- --------D- P-----Y--- ---PAADED- QL-NH---SE  

Hetan2|39076            V--------- ---------- ---------- --------E- P-----F--- ---PGAEVD- PL-YD---SK  

Hetan2|442680           V--------- ---------- ---------- --------D- N-----F--- ---PGADVD- PL-YN---AQ  

Hydpi2|96315            A--------- ---------- ---------- --------D- P-----Y--- ---PGADVD- PL-YN---SQ  

Hypsu1|37440            V--------- ---------- ---------- --------D- K-----F--- ---SGADED- PL-YG---SA  

Hypsu1|40330            V--------- ---------- ---------- --------D- R-----F--- ---EGAEED- PL-YQ---SA  

Jaaar1|142100           V--------- ---------- ---------- --------D- Q-----F--- ---PCADID- PL-YN---SQ  

Jaaar1|63226            V--------- ---------- ---------- --------D- Q-----F--- ---PCADID- PL-YN---SQ  

Lacbi2|648000           A--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGADSD- PL-YQ---SE  

Mellp1|35938            P--------- ---------- ---------- --------S- E-----F--N PSMTGVIKD- TL-YA---SE  

Oidma1|124122           P--------- ---------- ---------- --------E- DR-D--V--- -PGENVEKD- PL-KGHEKFT  

Oidma1|165197           A--------- ---------- ---------- --------D- EK----L--- -SGENVTPD- PV-NG---VE  

Oidma1|182545           S--------- ---------- ---------- --------E- ---------- ---GSEPCD- PL-YG---FT  

Oidma1|39468            R--------- ---------- ---------- --------D- ---------- ---GSDEID- PL-YG---FK  

Oidma1|46504            T--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---TGPDKD- PR-YG---FT  

Paxin1|138020           V--------- ---------- ---------- --------D- P-----Y--- ---PGADVD- PL-FN---SQ  

Paxru1|825741           V--------- ---------- ---------- --------D- P-----Y--- ---PGADVD- PL-FN---SQ  

Phybl2|126467           A--------- ---------- ---------- --------E- E-----C--- ---PGAIPD- TV-NN---AQ  

Picst3|43969            D--------- ---------- ---------- --------E- ELKT--IDPK TDVSLGTVD- HL-YN---FK  

Pilcr1|4571             V--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGAEVD- PL-YS---SE  

Pilcr1|827566           V--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGAEVD- PL-YG---SE  

Pirin1|77935            A--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGATDDG GI-MG---AQ  

Pisti1|121423           V--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGADVD- PL-YN---SK  

PleosPC15_2|48940       V--------- ---------- ---------- --------D- N-----F--- ---EASDED- PL-YK---SE  

Plicr1|42268            A--------- ---------- ---------- --------D- EDSP--F--- ---PGAEDD- PL-YG---SK  

Plicr1|43753            V--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGAEVD- PL-YS---SE  

Plicr1|43758            V--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGANVD- PL-YN---SE  

Punst1|118707           A--------- ---------- ---------- --------D- P-----Y--- ---PGADVD- PL-FD---AK  

Punst1|52675            V--------- ---------- ---------- --------D- A-----Y--- ---PAADVD- PL-FN---AE  

Punst1|55793            SE-------- ---------- ---------- --------D- E-----Y--- ---PGATPD- KL-FG---SE  

Punst1|62356            E--------- ---------- ---------- ---------- ------V--- ---EGCTPD- PV-YG---AK  

Schco3|2086920          EA-------- ---------- ---------- --------D- E-----Y--- TTHPGAEPD- PL-YG---SS  

Schco3|2516063          N--------- ---------- ---------- --------D- NE-ESIF--- ---PAADPD- PL-HH---SA  

Schco3|2615640          E--------- ---------- ---------- --------D- DE-ESIF--- ---PAADPD- PL-YQ---SA  

Sclci1|100395           A--------- ---------- ---------- --------D- P-----F--- ---PGANVD- PL-YN---SQ  

Sebve1|329667           A--------- ---------- ---------- --------D- A-----F--- ---PGAGDD- PV-IG---AE  

SerlaS7_9_2             V--------- ---------- ---------- --------D- A-----Y--- ---PGADVD- PL-YN---AS  

Sphst1|178948           V--------- ---------- ---------- --------D- E-----F--- ---PGATTD- PV-ND---SK  

Sphst1|178963           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

Sphst1|193280           V--------- ---------- ---------- --------D- N-----F--- ---PGATID- HV-NN---SE  

Sphst1|232298           V--------- ---------- ---------- --------D- D-----F--- ---PGTTID- HV-NN---SE  

Stano2|8800             ---------- ---------- ---------- --------E- T-----Y--- ---PNATPD- HL-FN---SR  

Suilu1|799805           G--------- ---------- ---------- --------D- PS----W--- ---ADADDD- TE-HP-N-FQ  

Treme1|57346            PSDFTSNPAP VSAHNF---- ---------- --------D- S-----F--- ---PGATSD- QL-NG---FH  

Trire2|112633           E--------- ---------- ---------- --------G- ---------- ---GSLPED- PL-HG---FK  

Trire2|56819            K--------- ---------- ---------- --------E- DK-D--V--- -PGENVIPD- PLHEG---FT  

Tubme1|220              T--------- ---------- ---------- --------E- EAGE--Y--- -PEVAVGPE- AN-TG---AS  

Tubme1|6088             E--------- ---------- ---------- --------E- EVAE--S--- -PEMTAAPE- PV-NG---AT  

Tulca1|76207            A--------- ---------- ---------- --------D- ER-H--I--- ---DGVEED- PL-YG---SS  

Tulca1|76222            A--------- ---------- ---------- --------A- DH-S--I--- ---EGAEDD- PL-YG---VS  

Ustma1|1515             T--------- ---------- ---------- --------D- S-----V--- -----ETGD- PV-YG---FE  

     α2       β3    β4       α3        α4 
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   eeeeeee      ■■■► ■■■► eeeeeeeee         ee 
Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   RISDLYYKSD PQYSARFTVP VLWDLETQTI VNNESSEIIR ILNSSAFDEF VDDD--H-KK TD-----LVP  

Gto3p|Sacce1|4945       RLSDFYFKTK PDYKGRFTVP VLWDLETCTI VNNESSDIIR IMNSAAFDEF VGEE--Y-RQ VR-----LVP  

GSTX1|Trave1|66368      HVKDLYMRVN PDYEGRFTVP ILWDKKTSAI VNNESSEIIR MFNT-AFNDQ LPSD--K-AA ID-----LYP  

GSTX2|Trave1|50990      HVSDLYLRAK PDYDGR--VP LLWDKKTATI MNNESSEIIR MFNS-AFDDQ LPAD--K-AA VD-----LYP  

GSTX3|Trave1|73942      YVRDLYLRAD PKYEGRFTVP VLWDKKTETV VNNESSEIIR IFNT-AFNEF LPAD--K-AA IH-----LYP  

GSTX1|Phchr2|2982482    HVKDLYLKVK PDYDGRFTVP VLWDKHTGTI VNNESSEIIR MFNT-AFNHL LPED--K-AK LD-----LYP  

GSTX2|Phchr2|2624184    HLKDLYLRVE PEHAGRFTVP LLWDKQQDTI VNNESSDIIR MFNT-AFNGI LPQD--K-AA LD-----LYP  

Agabi_varbisH97_2|137   HIKEIYLKIS PEYSGRFTVP LLYDKKLDTI VNNESSEIIR MFNS-AFNHL LPAD--K-AA LD-----FYP  

Amamu1|78766            HIKDLYLRAD PNYEARFTVP VLWDKKTHTL VNNESSEIIR IFNS-AFNDL LPKE--K-AA LD-----FYP  

Amath1|62909            HIKDLYLSVD PHYSGRFTVP VLWDKKLNTI VNTESSEIIR MFNT-AFNDL LPKD--K-AA LH-----YYP  

Aspnid1|4489            TISQLYFKAD PEYKGRYTIP VLWDKKKETI VNNESSEIIR MFYT-EFDHL LPEE--R-RE VNQPGGGLYP  

Aspnid1|7897            HLRDIYFANE PNYTGRFTVP VLYDKKTKRI VSNESSEIIR MFYY-EFDDL LPAQ--Y-QK VD-----LFP  

Aspnid1|8922            YLHKIYFKAD SGYKGRYSVP VLWDRKTGTI VCNESLELLR WLPN-AFNDF IPSS--L-AS ID-----LYP  

Aurde3_1|115815         HIKDLYLKAA PDYSGRFTVP VLWDTQDRTI VNNESSEIIR ILNT-AFNAL LPPA--H-AA LD-----LYP  

Aurde3_1|1240856        YLKEIYFTAA PDYTGRFTVP VLWDKEKRTI VNNESSEIIR IFDT-AFNAL LPPD--R-AA LT-----LYP  

Botbo1|118302           HVKDLYLRVS PNYTGRFTVP VLWDKKTQTI VNNESSEIIR IFNT-AFNDL IPAD--K-QK LD-----YYP  

Conpu1|60697            HVKDLYFKVK PNYEGRFTVP VLWDKELHTI VSNESSEIIR MLNS-EFNEL LPKD--K-AA VD-----LYP  

Conpu1|82579            HLRQLYFKAD PNYAGRYTVP TLWDKELETI VSNESADIIR MLNT-AFNDQ LPAD--K-AA ID-----IYP  

Copci1|17111            YVKELYLRAN TAYTGRFSVP LLWDKKNQTI VNNESAEIIR IFNS-AFNEF LSED--K-AK LD-----LYP  

Crypa2|254574           HLSEVYFESD PNYGGRFTVP ILYDKKQKII VNNESSEILR MFGT-VFDDQ LDEG--H-RN VV-----LYP  

Dacsp1|67545            HVKDLYFVAQ PDYNMRFTVP VLWDKKLRTV VNNESSEIIR NFNT-AFNEF LPKE--K-AE LD-----YYP  

Fomme1|130383           HIKDIYLKAD PEYNARYTVP ILWDKKLQTI VNNESSEIIR ILNA-SFNDL LPPE--K-SS ID-----LYP  

Fomme1|130388           HVRDLYFKAQ PDFKDRFTVP VLWDKKLQTI VNNESSEIIR ILNS-SFNEL LPPE--K-AA ID-----LYP  

Fomme1|143667           HIKDLYLKAD PNYNGRFTVP VLWDKKHQTI VNNESSEIIR IFNT-AFNEL VDAE--K-AK VD-----IYP  

Fompi3|1022961          HIKDLYLRAA PNYEGRFSVP VLWDKKTHTV VNNESAEIIR MFNS-AFNHL LPAD--K-AK LD-----YYP  

Fompi3|127425           HLKDVYLRVS PDYEGRFTVP LLFDKKTSSV VNNESSDIIR IFNS-SFNHL LPPE--K-AK LD-----LYP  

Galma1|62390            HVKDLYIKAD PTYGGRFTVP VLWDKKLHTI VNNESSEIIR IFNT-AFNEF IPEE--K-AG LN-----FYP  

Glotr1_1|112236         HVKDLYFRAE PEYGGRFTVP VLWDKKHETI VNNESSEIIR IFNT-AFNEF LPAD--K-AA ID-----IYP  

Glotr1_1|120328         YLHEVYFRAD KEYKGRYSVP LLWDKKTGTI VNNESAELLR WLPT-AFNSL LDEE--H-AK ID-----LYP  

Glotr1_1|137290         HIKDLYLRVD PDYTGRFTVP ILWDKKLETI VNNESSEIIR ILNN-AFNDL LPAD--K-AA LD-----LYP  

Glotr1_1|37102          HIKDLYLKAD PDYSGRFTVP VLWDKKLETV VNNESSEIIR IFNS-AFNEI LPPDLEK-TK LD-----LHP  

Gymlu1|36123            HIKDLYLSVN PDYSGRFTVP VLWDKKGKTI VNNESSEIIR ILNS-AFNHL LPEE--Y-AK VD-----LYP  

Hebcy2|440337           HVKDLYLKVD PDYAGRFTVP ILWDKKHNTI VNNESSEIIR IFNT-AFNEF LPAD--K-AA LD-----YYP  

Hetan2|39076            YVRDLYLRAD PNYAGKFTVP LLWDKKEHTI VNNESSEIIR ILNT-AFNAF LPEE--K-AA LD-----YYP  

Hetan2|442680           HVKDLYLRAN PEYSGRFTVP VLWDKKQHTI VNNESSEIIR IFNS-AFNDT ISKE--K-AE LD-----FYP  

Hydpi2|96315            HVRDLYYKAD PNYGGRFTVP VLWDKKKHTI VNNESSEIIR IFNS-AFNDM LPPE--K-AS VD-----IYP  

Hypsu1|37440            YVKDLYFKAD PDYGGRFTVP VLWDKKLHTI VNNESSEIIR IFNT-AFNEF IPKE--K-AA LN-----YYP  

Hypsu1|40330            HIKDLYFRAD PNYSGRFTVP VLWDKKLHTI VNNESSEIIR IFNT-AFNEF LPKE--K-AA LN-----YYP  

Jaaar1|142100           HVKDLYLRCE PNYNGRFTVP VLWDKKHETI VNNESSEIIR IFNS-AFNHL IPKE--K-AE VD-----IYP  

Jaaar1|63226            HVKDLYLRCE PNYNGRFTVP VLWDKKHETI VNNKSSEIIR IFNS-AFNHL IPKE--K-VE VD-----IYP  

Lacbi2|648000           HVKDLYLKAE QNYGGRFTVP ILWDKKLQTI VNNESSEIIR MFNV-AFDEF IPAE--K-AA LD-----FYP  

Mellp1|35938            KIKEIYFKAN HQYQGRFTVP VLWDKKEETI VNNESSEIIR MLNC-CFNEL IEEQ--Y-QK ID-----LYP  

Oidma1|124122           HLRDIYFSAD PDYTGRFTVP TLYDTKTGQI VSNESSEIIR MFYS-EFDDL LPEK--Y-KN VD-----LFP  

Oidma1|165197           TIRDLYLLAE PNYTGRFSVP VLWDKKTKTI VSNESSEIIR MFAT-EFNDL LDED--H-RS IN-----IIP  

Oidma1|182545           KHSQLYHKAD PTYAGRFTVP ALWDRKRETI VNNESSEIIR MFYT-AFDAF IDPS--L-RE ISKP---LLP  

Oidma1|39468            RLSELYFKAE PSFSGRYTVP VLWDKVHETI VSNESSEIIR MLYS-AFDAF LPAS--L-QE KNKPDGGLLP  

Oidma1|46504            HLRGLYLKAF PGWNGRSSVP VLWDTKKETI VNNNASEILE MVYT-EFDAL IPEE--K-RE ATKGEAGFLP  

Paxin1|138020           HVKDLYYKAD PNYAGRFTVP VLWDKKKNTV VNNESSEIIR MFNT-AFNDI LPPE--K-AS ID-----IYP  

Paxru1|825741           HVKDLYYTAD PNYAGRFTVP VLWDKKKNTV VNNESSEIIR IFNT-AFNDI LPPG--K-AS ID-----IYP  

Phybl2|126467           FIREIYFKAN PDYEGRFTVP VLWDKKHNTI VNNESSEIIR MFNT-AFNHF LPAE--K-AK LN-----YYP  

Picst3|43969            RIRELYFKAE PDYVGRFTVP VLWDKKLETI VNNESSEIIR MLNL-EFNEL ATKE--G-AA ID-----IYP  

Pilcr1|4571             HIKDLYFKAD PNYSGRFSVP VLWDKKNHTI VNNESSEIIR MFNT-AFNDL IPKD--K-AA VD-----IYP  

Pilcr1|827566           HIKDLYLKAD PNYTGRFSVP VLWDKKNHTI VNNESSEIIR MFNA-AFNDL IPTD--K-AA VD-----IYP  

Pirin1|77935            HVKDIYLKVQ PEYDGKFTVP VLFDTKSQSI VNNESSEILR MFNT-AFNDM IAPE--Q-AS LD-----LYP  

Pisti1|121423           HVKDLYFKAD PNYGGRFTVP VLWDKKQNTV VNNESSEIIR MLNS-AFNDM LPPE--K-AT VD-----IYP  

PleosPC15_2|48940       HVKDLYLKAD PDYGGRFTVP VLWDKKNHTI VNNESSEIIR IFNH-AFDEF IPKD--K-AE ID-----YYP  

Plicr1|42268            YLRDLYLKAN PDYSGRPTIP VLWDKETHTI VNNDSAEIVR IFNS-AFNDA VAPE--A-AE LD-----LYP  

Plicr1|43753            HVRDLYFKAD PDYGGRFTVP VLWDKKNHTI VNNESSEIIR MLND-GFNDD ISAE--H-AA LD-----LYP  

Plicr1|43758            HVRDLYFKAD PDYGGRFTVP ILWDKKNHTI VNNESSEIIR MLNH-GFNEF IPAE--Q-AA LD-----FYP  

Punst1|118707           HMKDLYLRVD PQYQARCSVP MLWDTKLSTI VNNESSEIIR MLYT-AFDAL LPES--V-AS LD-----LYP  

Punst1|52675            HVKDIYLRVD PNYDGRFTVP ILFDTKHSTI VNNESSEIIR MFYT-AFDHL LPPE--Y-AN LD-----LYP  

Punst1|55793            YLHEVYFRSN EQYKGRYSVP VLWDTKKGVI VNNESPEILR FLQT-AFDNL LPEP--Y-RS VS-----FYP  

Punst1|62356            TIKEIYLRAD PEYALRLTVP VLFDKTLGTI VNNESSEIIR MLNT-DLDEF VTDE--H-KG VT-----YYP  

Schco3|2086920          HVKDLYFRAQ PDYNGRFSVP ILWDKKQHTI VNNESSEIIR IFNT-AFNEL LAPE--Y-TS VD-----LYP  

Schco3|2516063          HVKDLYFRAD PEYSGRFTVP VLWDKKLHTI VNNESSEIIR IFNE-GFNEL LPKE--K-AG LD-----FYP  

Schco3|2615640          HVKDLYFRAD PNFSGRFTVP VLWDKKLHTI VNNESSEIIR IFNS-EFNDL LPPE--K-AA LD-----FYP  

Sclci1|100395           HLKELYFKAD PDYSGRFTVP VLWDKKQHTI VNNESSEIIR IFNS-SFNDL LPSA--N-AA VD-----IYP  

Sebve1|329667           HIKDLYLKVQ PDYDGKFTVP LLFDKKLNKA VNNESSEILR IFNT-AFNHL IPED--K-AA ID-----LYP  

SerlaS7_9_2             HVKDLYFKAD PDYTGRFTVP VLWDKKNHTI VNNESSEIIR VFNT-AFNDI IPAD--K-AA ID-----IYP  

Sphst1|178948           HVRDLYFKAD PNYGGRFTVP VLWDKKKNTV VNNESSEIIR IFNS-EFNHI LPSD--K-AQ ID-----LYP  

Sphst1|178963           ---------- PVFR-KFTVP VLWDKKKETI VNNESSEIIR IFNS-GFNDI LPTE--K-AA LN-----FYP  

Sphst1|193280           YIREVYFKAE PNYSGRFTVP VLWDKKKETI VNNESSEIIR IFNS-GFNDI LPTE--K-AA LN-----FYP  

Sphst1|232298           YIREVYFKAE PNYSGRFTVP VLWDKKKETI VNNESAEIIR IFNS-GFNDI LPAE--K-AA VD-----LYP  

Stano2|8800             FMHQLYFRDD PAYTGRYSVP LLWDKKTNRI VNNESAEMLK WLPH-AFDST IEDQ--KIRE ID-----FYP  

Suilu1|799805           HLKELYLLAD PNYGGRFTVP VLWDKKLATI VSNESSEIIR MFNT-AFNHL LPAD--K-AA ID-----IYP  

Treme1|57346            YLSEIYYVAS PEYKARFTVP VVWDTKEKTI VNNESSEVIR FFNT-GFNQS LSGK--E-KE LD-----LYP  

Trire2|112633           KLKDLYLKAD PNYTGRYTVP VLWDKKADVL VNNESSEIIR MLYS-EFDEF LPEN--L-RE DNRPGKGLYP  

Trire2|56819            HLRDVYFESD KEYAGRFTVP VLYDKKTRKI VSNESSEIIR MLGT-EFDDL VEEK--Y-RS VV-----LYP  

Tubme1|220              FLRDIYFKAQ PDYDGRYTVP TFWDKKNNTI VSNESSEIIR FLYT-EFDDL VDES--K-KG IT-----YYP  

Tubme1|6088             YLQDIYFKAD PQYGGRYTVP ILWDKKTSTI VNNESSEIIR LLYT-EFDDL VDEK--F-RG NL-----FYP  

Tulca1|76207            HLRELYFKAN PSYEGRFTVP ALWDKKTETI VNNESSEIIR IFNN-AFNDL LPED--K-AT LD-----LYP  

Tulca1|76222            HIRELYFKAN PEYSGRFTVP MLWDKKAETI VNNESAEIIR MFNT-AFNDQ LPAD--K-AA VD-----IYP  

Ustma1|1515             NTKQLYLKAD PSYTARYTVP ILWDKKLGTI VNNESSEIIR ILYT-AFDDL LPDDSPA-KG KT-----YYP  

         α4    α5 
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         eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee  eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 
Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   A---QLKTQI DDFNSWVYDS INNGVYKTGF AEKAEVYESE VNNVFEHLDK VEKILS-DKY --S--KLKAK  

Gto3p|Sacce1|4945       R---SLEAQI TEFNSWVYDK INNGVYKAGF AECAEVYERE VTSLFQYLDK LENLLD---K --KYTDLEAE  

GSTX1|Trave1|66368      E---ALRGEI DGINEWVYDT VNNGVYKSGF ATSQKAYEAA VVPLFESLDR LEKILT---G --K-------  

GSTX2|Trave1|50990      E---ALRKEI DEINEWVYDT VNNGVYKSGF ATSQTAYEAA VVPLFESLDR LEKILT---E --K-------  

GSTX3|Trave1|73942      E---ALKSEI DEINEWVYDT VNNGVYKAGF ATTQQAYEAA VIPLFESLDR LEKILT---G --K-------  

GSTX1|Phchr2|2982482    E---SLRAKI DEVNDWVYDT VNNGVYKSGF ASTQKAYEAA VIPLFESLDR LEKMLE---G --Q-------  

GSTX2|Phchr2|2624184    E---SLRAKI DSLNDWVYNT VNNGVYKAGF AQSQKAYEDA VIPLFESLDR LEKILT---G --K-------  

Agabi_varbisH97_2|137   E---KLRSDI DEVNSWVYPD INNGVYKAGF AATQEPYTKA VHELFKALDK AEGMLK---G --R-------  

Amamu1|78766            E---HFRAEI DGLNAWIYDS INNGVYTAGF AQKQEAYEKA VTGVFEGLDK VEKLLT---G --K-------  

Amath1|62909            E---ELRKEI DGLNEWIYDG INNGVYKAGF ATTQEAYEKA VVRVFEALDK VEKLLV---G --K-------  

Aspnid1|4489            P---HLRGEI EAMNEWVYDR INNGVYKTGF AATQEAYEAS LHPLFEALDR IEGHLA---Q P-G-------  

Aspnid1|7897            P---HLREQI DATNDWVYND VNNGVYKSGF ATTQEAYERN VTTLFASLDR IEKHLA---D --S-------  

Aspnid1|8922            E---HLRTVI DGLHSWILPH LCTGVYKAGF ASDQDQYNKN VIPVFGALNK LEKIVF---A --N-------  

Aurde3_1|115815         E---HLRAEI DALNEWVYSD VNNGVYRSGF AATQDAYEAA VTKLFAALDR LEGILA-G-G --K-------  

Aurde3_1|1240856        A---ELRAQI DGLNEWVYTD VNNGVYRAGF AKTQGAYEEA VLKLFAALDR LEGLVK---G --K-------  

Botbo1|118302           E---DLRKEI DELNSWVYDA VNNGVYKSGF ASTQEAYEAA VKPLFEALDK LESILT---G --K-------  

Conpu1|60697            E---AHRKEI DEINSWVYDT VNNGVYKSGF AATQEAYEKA VLPLFESLDR LEKMLE---G --K-------  

Conpu1|82579            E---VYRNEI DEINSWVYDT VNNGVYRSGF ATTQKAYEDA VVPLFKSLDR LEKILE---G --K-------  

Copci1|17111            E---DLRAEI DSVNDWVYHG INNGVYSTGM AATQAAYEKN VHELFDSLDK VEKILQ---G --R-------  

Crypa2|254574           A---ALRTQI DEAGEWHYDK INNGVYKSGF ATTQEAYDKN VTALFEALDR AEAHLA---A --G-------  

Dacsp1|67545            Q---ELRKEI DELNDWVYNT VNNGVYKCGF ATTPEAYESN VGPLFQSLDR LEGILEKS-G --S-------  

Fomme1|130383           E---KHRIEI DSLNEWVYDG INNGVYKAGF AGTQEAYEKA VTQVFASLDR VEPLFE---G --K-------  

Fomme1|130388           E---RYRSEI DSLNEWVYDG LNNGVYKSGF AGTQEVYEKA VTQVFASLDR IEPLLK---G --K-------  

Fomme1|143667           E---KWRKEI DEVNEWVYDT VNNGVYKSGF AMTQAAYEKS VIAVFESLDR IEKMLE---G K-K-------  

Fompi3|1022961          E---HLRKEI DEVNDWVYDT VNNGVYKTGF ATTQSAYEKA LNPLFESLDR LEKMLR---G --K-------  

Fompi3|127425           E---PLRNEI DELNAWVYDT VNNGVYKSGF AASQDAYEKA VYPLFESLDR LEKILD---G --K-------  

Galma1|62390            E---NLRPEI DALNEWIYPN INNGVYRSGF ATTQEAYQKA VVEVFDALDK VEKILT---G --K-------  

Glotr1_1|112236         E---KLRLQI DEVNAWVYDT VNNGVYKTGF ARTQEAYEKA LFPLFESLDR LEKMLE---G --K-------  

Glotr1_1|120328         E---ALRAQI DSISDWMQRD LNTGVYKAGF ANSQQEYDKN VIAPFAALNK VEELIA---S --N-------  

Glotr1_1|137290         A---NLRPEI DEVNDWVYHT VNNGVYKAGF AKTQDAYEAA VKPLFASLDR LEKMLD---G --K-------  

Glotr1_1|37102          A---TLREEI DELNDWVYHT VNNGVYKAGF AKTQAAYEAA VKPLFGSLDR LEKIVD---A --R-------  

Gymlu1|36123            E---HLKAKI DELNEWIYSY INNGVYRTGF ATSQEAYLTA LKQLFEALDK VEAILA---G D-K-------  

Hebcy2|440337           E---KLRSQI DELNEWIYPS INNGVYRSGF ATTQEAYQKA VVELFDALDK VEKILD---G --Q-------  

Hetan2|39076            P---ELRAEI DTVNEFIYDG INDGVYKAGF AKTSEAFNPA VIHLFETLDR VEALLA---G --K-------  

Hetan2|442680           Q---HLRKEI DEVNEWVYDS INNGVYKSGF ATTFDAYRAA VVPLFESLDR VEVMLK---D --K-------  

Hydpi2|96315            E---AHRQEI DSINEWVYDT VNNGVYKAGF AVSQEAYEKA VYPLFESLDR LEKMLT---G --K-------  

Hypsu1|37440            E---EHRAEI DALNDLIYPN INNGVYRSGF ASTQEAYELA VADVFSALDK VEKVLE---G --K-------  

Hypsu1|40330            E---DLKAQI DELNDWIYPN INNGVYRAGF AVAQEPYERA VNDVFAALDK VEKVLE---G --K-------  

Jaaar1|142100           E---KLRGEI DGVNEWVYDT VNNGVYKSGF ATTQQAYESN VVPLFNSLDR LEKMLE---G --K-------  

Jaaar1|63226            E---RLRAEI DGVNEWVYDT VNNGVYKSGF ATTQQAYESN VVPLFDSLDR LEKMLE---G --K-------  

Lacbi2|648000           K---ELRTEI DAVNEWIYPN INNGVYRSGF ATTQAAYEKA VTELFDALDK VEKILT---G --K-------  

Mellp1|35938            Q---NLQQEI DTMNEWIYDQ VNNGVYKSGF ATTQSAYESE VKPLFEALDR LEKVLD-G-G --Q-------  

Oidma1|124122           A---DLRKEI EETNEWTYSD INNGVYRSGF ATSQEAYEKA VVQLFKSLDR VEKHLS---E V-K-------  

Oidma1|165197           N---SLIASI DKMNQWIYDD INNGVYKCGI AKSQAAYEKN VTQLFDSLDR VESLLA---N --S-------  

Oidma1|182545           I---DRLRDI ETMNEWVYDT VNNGVYKCGF ASTQEAYDTN IYRLFESLDR LESHLA---A --N-------  

Oidma1|39468            P---HLLSEI DDMNSWVYDT INNGVYKAGF AANQSAHEEA VRAIFKSLDR VEDILA---K --S-------  

Oidma1|46504            P---TLKNKL DTFRNFVYHN INDGVYKVGF ASTQKAYEYS LFPLFEALDK VEEQLA---D P-A-------  

Paxin1|138020           E---AHRQDI DSINEWVYDT VNNGVYKAGF AGSQDAYEKA VYPLFDSLDR LEKLLT---G --K-------  

Paxru1|825741           E---AYRQDI DSINAWVYDT VNNGVYKAGF AGSQDAYEKA VYPLFDSLDR LEKLLT---G --R-------  

Phybl2|126467           E---ELQSDI DSTNEWVYDT VNNGVYKSGF ATTQTAYENH VFPLFKSLDR LEKILS---E --N-------  

Picst3|43969            K---ELQTEI DDINSWIYDN INNGVYKSGF STKQEVYDKE VKNVFTHLDK VEEILK---K --NHAA----  

Pilcr1|4571             A---AHRAEI DSLNEWVYDT VNNGVYKAGF SIKQQAYEAA VVPLFQSLDR LEKILT---G --K-------  

Pilcr1|827566           A---AHHAEI DSINEWIYDT VSNGVYRAGF SIKQQAYEAA VVPLFRSLDR LEKILT---G --K-------  

Pirin1|77935            E---NLRDEI EKSHEWVYPT INNGVYRSGF ATSQSAYEDA VTKLFDSLDR VEKIFE---S --QKSQ----  

Pisti1|121423           E---ELQKQI DEVNSWVYDT VNNGVYKAGF AGTQEAYEAA VYPLFESLDR LEKMLT---G --K-------  

PleosPC15_2|48940       T---ELRNEI DELNSWIYPN VNNGVYRSGF ATTQESYSKA VKEVFEALDK LETILD---G --K-------  

Plicr1|42268            S---TYRAEI DELSAWMYEK LNAGVYKTGF ASTQELYSQA VAEVFSALDT LEERLR---G --KPEA----  

Plicr1|43753            E---ALRPEI DSLNEWVYDA VNNGVYKCGF ATSAVAYETN VAKVFDALDR LEKILQ---G --K-------  

Plicr1|43758            E---ALRPEI DSINEWVYDS VNNGVYKSGF ATSAAAYETN VAKVFDALDR LEKILQ---G --K-------  

Punst1|118707           E---AHRKEI DDMNEWVYDT VNNGVYKAGF AGTQKAYEDA VLPLFASLDK LEQTLE---G --K-------  

Punst1|52675            E---PLRKEI DEQNEWVYDT VNNGVYKSGF ATTSKAYEAA VYPLFESLDK LEKILE---G --K-------  

Punst1|55793            E---HLRSAI DEISTWMQRD LNTGVYKAGF SSTQEGYDRN VVPVFEALNK LEKLAY---E --N-------  

Punst1|62356            E---NLRQDI DEINEWIYHK INNGVYKTGF ATTQEAYDEN LYPLFDALDR VEKVLE---G --R-------  

Schco3|2086920          S---ELRPKI DELNEWGYPQ INNGVYRAGF ATSQEAYEKA VLGLFDGWDK VEKILS---T --N-------  

Schco3|2516063          E---ELRKGI DEVNEWVYSQ INNGVYRTGF ATTQEAYEKA VNEVFDGLDK VEKILE---K --S-------  

Schco3|2615640          T---ELRSKI DEVNEWVYHQ INNGVYRTGF ATTQSAYEKA VNEVFDGLDK VEKILS---K --S-------  

Sclci1|100395           E---ELRKEI DEVNSWVYDT VNNGVYKAGF AVSQEAYEKA VYSVFESLDR LEEMLT---G --K-------  

Sebve1|329667           E---ALRGEI EASHEWIYPT VNNGVYRSGF ATSQGAYETA VKALFDSLDR IEKMFE---S --QKK-----  

SerlaS7_9_2             E---AHRAEI DSINEWVYDT VNNGVYKSGF AQSQEAYEKA VVPLFNSLDR LEKILT---G --K-------  

Sphst1|178948           E---DLRKDI DELNAWVYDT VNNGVYKSGF AQTQEAYEAA VKPLFASLDR LEKILG---G --K-------  

Sphst1|178963           K---ELQKEI DELNEWVYET VNNGVYKTGF AKTQEAYESA IRPLFDSLDR LEKILY---G --K-------  

Sphst1|193280           K---ELQKEI DELNEWVYET VNNGVYKTGF AKTQEAYESA IRPLFDSLDR LEKILY---G --K-------  

Sphst1|232298           K---ELQKDI DELNEWVYET VNNGVYKAGF AKTQEAYDSG IRPLFDSLDR LEKILH---G --K-------  

Stano2|8800             Q---DLRSKI DEISLWLTSL ICSGVYKAGF VSTQEEYEKN VVPLFAALNK LEDLAH---K --N-------  

Suilu1|799805           E---AHRQEI DSINEWVYDT VNNGVYKSGF AQSQAAYENA VYPLFKSLDR LEEMLK---G --K-------  

Treme1|57346            E---ELRGEI DELNEWVYND VNNGVYKCGF AATQEAYEKA LVPLRDALER LDKLFS-D-G --R-------  

Trire2|112633           P---HLRAEI DAMNEWVYDT VNNGVYKVGF SKSQESYDEN IRPLFASLDR LEEHLG---H ----------  

Trire2|56819            E---NLRSQI DETNEWTYNL INNGVYKSGF ATTSAAYEKA VVALFEALDR AEEHLA---S VAD-------  

Tubme1|220              E---DLRKEI DELNEWIYAT VNNGVYKAGF ATKQEAYEVA VTKLFESLDR IEKILK---D --S-------  

Tubme1|6088             E---DKRGAV DELNSWVYDT INNGVYKSGI ATKQGAYEDA VTALFASLDR VEGLLK---S --S-------  

Tulca1|76207            E---ELRADI DGVNEWVFST VNAGVYKVGF STGQLGYEEA IKPLFASLDR LEGLLK---D --K-------  

Tulca1|76222            K---DLQAEI DSTNEWVYDT VNNGVYKSGF ATTQSAYEAA VKPLFASLDR LEGMLN---G --K-------  

Ustma1|1515             TDNVEAIQKI DELNEWIYSD INNGVYKTGF ATAQEVYDKE VDNLFLALDR LEKLLS-D-G --R-------  
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   YGEEDRQKIL GEFFTVG--- DQLTEADIRL Y----TTVIR FDPVYVQHFK CNFTSIRAGY PFIHLWVRNL  

Gto3p|Sacce1|4945       YGKNNKDKIL DRYFAIG--- DTLTEADVRL Y----PTIVR FDVVYHQHFK CNLATIRDDY SRIHTWLKNI  

GSTX1|Trave1|66368      ---------- --DYLVG--- DQLTEADIRL F----VTIVR FDPVYVGHFK CNIRTIRDGY PAIDLWMRKL  

GSTX2|Trave1|50990      ---------- --DYLVG--- DRLTEADIRL F----VTIVR FDPVYVGHFK GNIRTIRDGY PAIHLWLRKL  

GSTX3|Trave1|73942      ---------- --DYLVG--- DQLTEADVRL F----VTIIR FDPAYVGHFK CNLRTIRDGY PAIHLWLRKL  

GSTX1|Phchr2|2982482    ---------- --DYLIG--- GQLTEADIRL F----VTIVR FDPVYVTHFK CNLRTIRDGY PNLHRWMRKL  

GSTX2|Phchr2|2624184    ---------- --DYLVG--- DQLTEADVRL F----VTIVR FDVGYHTAFK CNIRSIRADY PALHRWLRRL  

Agabi_varbisH97_2|137   ---------- --DYLVG--- NQLTEADVRL W----VTTVR FDPVYVGHFK CNISTIRGGY PNINRWMRKL  

Amamu1|78766            ---------- --EYLVG--- NQLTEADIRL W----VTIVR FDPVYVGHFK CNIRDIRHGY PAIHKWLRQL  

Amath1|62909            ---------- --DYLVG--- DRLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNFRTIRDGY PAIHKWMQKL  

Aspnid1|4489            ---------- HQPYLFG--- EHITEADVRL Y----TTIAR FDVAYYLIFK CNLKMIRHDY PLIDAWYRRL  

Aspnid1|7897            ---------- KSAYFFG--- DDITEADIRL F----TTIVR FDPVYVQHFK CNIRDIRSGY PAIHAWLRRL  

Aspnid1|8922            ---------- GGPFILG--- YQMTEVDVTV Y----ATLVR FDTVYVQHFK CNLGTVRHDY PVLNNWLKAM  

Aurde3_1|115815         ---------- --KYLVG--- DLLTEADVRL F----VTLIR FDPVYVGHFK CNLRTIRDGY PELNRWMKTL  

Aurde3_1|1240856        ---------- --DFLVG--- DQLTEADVRL F----VTLIR FDPAYVGQFK CNLRTIRGGY PELNRYMKNL  

Botbo1|118302           ---------- --EYLIG--- NRLTEADVRL Y----TTIVR FDPVYHGHFK CNLGSIRHDY PAINKWLKNL  

Conpu1|60697            ---------- --DYLVG--- NQLSEADVRL W----VTIIR FDPVYFAHFK CNIRDIRHGY PNLNRWMKNL  

Conpu1|82579            ---------- --DYLVG--- DRLTEADIRL W----VTIIR FDPVYFSHFK CNIRDIRHDY PNLNRWLKNL  

Copci1|17111            ---------- --DYLVG--- DRLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGQFK CNIRTIRDGY PAIHSWLRKL  

Crypa2|254574           ---------- EGPYYLG--- KELTEVDIRL F----VTIIR FDPVYVQHFK CNIKDIRSGY PHIHKWMRNL  

Dacsp1|67545            ---------- --DYLIG--- NRLTEADIRL Y----TTLVR FDPVYVGHFK CNIGTIRHNY PHLNRWMKNL  

Fomme1|130383           ---------- --DFLIG--- NQLTEADVRL Y----TTAVR FDVAYHGIFK CNLRTIREGY PNIHRWLRQL  

Fomme1|130388           ---------- --DFLIG--- DQLTEADVRL Y----VTTVR FDVAYHGQFK CNLRTIRSGY PNIHRWLRQL  

Fomme1|143667           ---------- --EYLVG--- DQLTEADIRL F----VTIIR FDPVYVGHFK CNFRTIRSGY PNIHNWLRKL  

Fompi3|1022961          ---------- --EYLIG--- DRLTEADIRL F----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRDGY PAIHLWLRKL  

Fompi3|127425           ---------- --DYLIG--- SQLTEADVRL F----VTIIR FDVAYHGNFK CNIRNIRNGY PSIHLWLRKL  

Galma1|62390            ---------- --DYLVG--- EKLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRDGY PAIHKWMQKL  

Glotr1_1|112236         ---------- --QYLIG--- DVLTEADIRL F----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRGGY PAINKWMKNL  

Glotr1_1|120328         ---------- SGPYVLG--- KTLTELDIRL Y----ATVVR FDTVYVQHFK CNIGTIRHNY PVINNWLKNL  

Glotr1_1|137290         ---------- --DYLIG--- GQLTEADVRL F----VTIIR FDVAYFGVFK CNVRSIRHDY PALHKWVRKL  

Glotr1_1|37102          ---------- --DYLIG--- GQLTEADVRL F----VTIVR FDIGYYGAFK CNIRTIRDGY PALNRWFKKL  

Gymlu1|36123            ---------- --KYIVG--- DQLTECDVRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNVRDIRGGY PNINKWMKNL  

Hebcy2|440337           ---------- --DYLIG--- NTLTEADVRL W----VTLIR FDPVYVGHFK CNLRTIRDGY PITHRWMQKL  

Hetan2|39076            ---------- --TYLVG--- ERLTEADVRL F----VTIIR FDTAYVGHFK CNLRTIRGGY PNIHLWLRRL  

Hetan2|442680           ---------- --TYFIG--- DRLTEADIRL F----VTLIR FDPVYVGHFK CNLRTIRHGY PNIHLWLRKL  

Hydpi2|96315            ---------- --DYLVG--- NTLTEADIRL F----VTIVR FDPVYVGHFK CNLRTIRNGY PAIHTWLKKL  

Hypsu1|37440            ---------- --DYLVG--- NTLTEADIRL W----VTTIR FDPVYVGHFK CNFRTIRDGY PAIHRWMQKL  

Hypsu1|40330            ---------- --DYLVG--- NTLTEADIRL W----VTIIR FDPVYHGLFK CNFRTIRSGY PAIHSWLHKL  

Jaaar1|142100           ---------- --EFLVG--- DQLTEADVRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRGGY PAINKWMKKL  

Jaaar1|63226            ---------- --STSLA--- ---TNSPKLM FDFGLPSFIR FDPVYVGHFK CNIRTIRGRY AAINKWMKKL  

Lacbi2|648000           ---------- --DFLVG--- DRLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRDGY PAIHKWMQKL  

Mellp1|35938            ---------- --KYLMG--- DQLTEVDVRL F----TTLIR FDVVYVTHFK CNLKTIRGGY PNLNHWLKCL  

Oidma1|124122           ---------- DGPYYFG--- RNITEADVRL Y----TTIVR FDVVYVQHFK TNVRDIRSGY PRIHKWLRNL  

Oidma1|165197           ---------- TGPYILG--- NELTEVDLRL Y----PTIVR FDVVYVTLFK TNLDTIRSGF PAIHKWLRHL  

Oidma1|182545           ---------- KTPYLFG--- DRITEADIRL F----PTIVR FDVAYYTLFK CNLKMIRYDY PRLHGWLRNL  

Oidma1|39468            ---------- TGPYLFG--- SHVTEADIRL Y----PTIAR FDVAYYALFM CNLKMIRHDY PEIQKWFLRL  

Oidma1|46504            ---------- HQPYLFG--- KNITDADIRL F----STLIR FDVSYFSSFK CNLKMIRYEY PRLHLWLRTL  

Paxin1|138020           ---------- --DYLVG--- DKLTEADIRL F----VTLIR FDPVYVGHFK CNLRTIRNGY PALHLWMRKL  

Paxru1|825741           ---------- --DYLVG--- DKLTEADIRL F----VTIIR FDPVYVGHFK CNLRTIRNGY PALHLWMRKL  

Phybl2|126467           ---------- --KFLVK--- NTFTEADIRL W----TTIIR FDPVYHGHFK CNIKSIQHDY PHILAWARRI  

Picst3|43969            ---------- DKPYLLG--- NTLTEADVRL F----TTIIR FDPVYVQHFK CNIGMIRHDY PHIHQWVREL  

Pilcr1|4571             ---------- --DYLVG--- DVLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNLRTIRNGY PAIHSWMRKL  

Pilcr1|827566           ---------- --DYLVG--- DVLTEADVRL W----VTIIR FDPVYVSHFK CNLRTIRKGY PAIHSWMKKL  

Pirin1|77935            -----NANSK GEYFLIS--- DRLTESDIRL Y----TTIVR FDPVYHGHFK CNYRTIRDGY PLIHKWLQNL  

Pisti1|121423           ---------- --DYLVG--- DRLTEADIRL F----VTVVR FDPVYFSHFK CSLRDIRHGY PAINRWMKNL  

PleosPC15_2|48940       ---------- --DYLVG--- NRLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRGGY PNINTWLKKL  

Plicr1|42268            --------SQ GRKYLVG--- DSLTEADIKL W----VTLIR FDPAYVGQFK CNIRTIRDGY PALNSWMKAL  

Plicr1|43753            ---------- --DYLVG--- GTLTEADVRL W----VSIIR FDVVYVGHFK CNIRTIRHGY PAIHSWLKKL  

Plicr1|43758            ---------- --DYLVG--- GTLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRHGY PAIHSWMKKL  

Punst1|118707           ---------- --DYLVG--- DRLTEADIRL Y----PTIIR FDVVYATHFK CNIRTIRSGY PNLHRWLRKL  

Punst1|52675            ---------- --DYLVG--- DQLTEADIRL F----PTIIR FDPVYVRHFK CNIRDIRSGY PNLHRWMKNL  

Punst1|55793            ---------- GGPYVLG--- KELTEVDLRL Y----PTLIR FDTVYVQHFK CNLGTIRHNY PVLNNWMKNL  

Punst1|62356            ---------- --EFLVGPGK GTLTEADIRL Y----TTIIR FDVGYHGAFK CNLKTIRHDY PNLHRWVRNL  

Schco3|2086920          ---------- --EYLLG--- DRLTEADVRL W----VTAIR FDPAYYGHFK CNIRSIRHGY PAINRWLKKL  

Schco3|2516063          ---------- --EYLVG--- DKLTEADLRL W----VTIVR FDPVYVGHFK CNFRTIRAGY PAINEWLKKL  

Schco3|2615640          ---------- --EYLVG--- DKLTEADIRL W----VTIIR FDPVYVGHFK CNFRTIRAGY PAINEWHKKL  

Sclci1|100395           ---------- --DYLIG--- DRLTEADIRL F----VTIIR FDPVYHGHFK CNIRDIRHGY PAINRWMKKL  

Sebve1|329667           -------NDT DEYFLIG--- NQLTESDIRL Y----TTIVR FDPVYHGHFK CNYRTIRDGY PLMHRWLQNL  

SerlaS7_9_2             ---------- --DYLVG--- NTLTEADVRL F----VTIIR FDPVYVGHFK CNIRTIRHGY PAIHSWMKKL  

Sphst1|178948           ---------- --QYLFG--- DRLTEADVRL Y----TTIVR FDPVYHGHFK CNFSTIRGGY PNLNRWLKNL  

Sphst1|178963           ---------- --EYLVG--- DRLTEADVRL Y----TTIIR FDTAYHGIFK CNLRTIRDGY PNINKWLKNL  

Sphst1|193280           ---------- --EYLVG--- DRLTEADVRL Y----TTIIR FDTAYHGIFK CNLRTIRDGY PNINKWLKNL  

Sphst1|232298           ---------- --EYLVG--- DRLTEADVRL Y----TTIIR FDTAYHGIFK CNLRTIRDGY PNINKWLKNL  

Stano2|8800             ---------- GGPYILG--- EKMTELDLLA Y----PTIVR FDTVYVQHFK TNLGMVRHDY PVLNNWLKNL  

Suilu1|799805           ---------- --DYLVG--- NTLTEADIRL F----VTTIR FDPVYVGHFK CNLRDIRHGY PNIYLWTRKL  

Treme1|57346            ---------- --EFLIG--- GRLTEADVRL Y----TTIVR YDPVYHGHFK CNWGSIRHDY PHINRWLKNL  

Trire2|112633           ---------- GKPFLLG--- DSITEADVRL Y----TTLAR FDVAYHSVFQ CNLKSIRHDY PRLHGWLRRL  

Trire2|56819            ---------- QGPYYFG--- GSLTEADIRL Y----VTLVR FDPVYVQHFK CNIRDIRSGY PRLHRWMRNL  

Tubme1|220              ---------- DGPYLLG--- KVLTEADIRL Y----PTIAR FDPVYVQHFK CNLRMIRHDY PAIEKWMKHL  

Tubme1|6088             ---------- AGPYLLG--- GKITEADVCL Y----PTIVR FDPVYVQHFK CNIGMIRHDY PAIHKWLRHL  

Tulca1|76207            ---------- --EYLVG--- GRLTEADVRL F----TTLVR FDPVYHGHFK CNIGSIRHNY PNLNEWMKRL  

Tulca1|76222            ---------- --DYLLG--- DRLTEADVRL F----TTIVR FDPVYHGHFK CNIGSIRHNY PNINRWMKQL  

Ustma1|1515             ---------- --EYLVP--E VGLSDADIRL Y----PTLAR FDTAYHNLFR CNVGMIRHDY PHIHRYLRRL 
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   YWNYD----- --AFRYTT-- DFDHIKLHYT RSHTRI---- NPLGITPLGP K--PDIR--- ----------  

Gto3p|Sacce1|4945       YWRHE----- --AFQRTT-- DFTHIKLGYT RSQPRV---- NPIGITPLGP K--PDIR--- ----------  

GSTX1|Trave1|66368      YWNNS----- --AFSSTC-- NFEHIKTHYY WSHPQI---- NPHRVVPVGP I--PNIL--- ----------  

GSTX2|Trave1|50990      YWNNS----- --AFSSTC-- DFDHIKTHYY WSHPSI---- NPHRIIPVGP I--PNIL--- ----------  

GSTX3|Trave1|73942      YWNNS----- --AFSETC-- KFDHIKASYY A-QKNV---- NPTLVVPLGP I--PNIL--- ----------  

GSTX1|Phchr2|2982482    YWGNP----- --AFKDTC-- NFEHIKTHYF WSHTFI---- NPHRIVPIGP I--PDIL--- ----------  

GSTX2|Phchr2|2624184    YWTIP----- --AFKDTC-- NFQHIKVGYF -GLTMI---- NPFKIVPVGP L--PDIL--- ----------  

Agabi_varbisH97_2|137   YWNND----- --AFQSST-- NFDHIKTHYY WSHAHI---- NPTRIVPEGP V--PVIE--- ----------  

Amamu1|78766            YWNHE----- --AFKSST-- NFEHIKVHYY WSQSNV---- NPTRIVAVGP I--PNIE--- ----------  

Amath1|62909            YWNND----- --AFKSCT-- DFLHIKTHYY WSHGSI---- NGTRVVPLGP V--PHVL--- ----------  

Aspnid1|4489            YYDESEKTR- GGAFGKTT-- FLGLYKFGYL AALGKKQSVD SSQLIVPAGP K--PDIL--- ----------  

Aspnid1|7897            YWDVP----- --AFRETT-- QFEHIKKHYT KSHSQI---- NPFGITPVGP T--PDIL--- ----------  

Aspnid1|8922            YWDVP----- --AAREST-- DFRHIKENYT KSHYDI---- NPKAITPLGP W--PDVEEGV ERDWTKLTVG  

Aurde3_1|115815         YWTED----- --AFRSTA-- NFAHIKTHYY WSHPHI---- NPTRVVPVGP V--PDIQ--- ----------  

Aurde3_1|1240856        YWNYD----- --AFKSST-- NFDHIKSGYY YSQVNV---- NPTRIVPVGP V--PHIE--- ----------  

Botbo1|118302           YWKNA----- --AFKDTT-- NFDHIKTHYY WSHTQI---- NPKRIVPLGP K--IDIE--- ----------  

Conpu1|60697            YYHNA----- --AFKDST-- NFDHIKTHYY WSQIKV---- NPTRIVPVGP S--EDIE--- ----------  

Conpu1|82579            YWNNS----- --AFKEST-- FPEHIKAGYY -SGVKI---- NPTGIVPVGP N--PFIE--- ----------  

Copci1|17111            YWNIP----- --AFKDST-- DFDHIKTTYY WSHASS---- SPLDVPSKSS TLHPQLEQKY --N-------  

Crypa2|254574           YWNVP----- --AFKETT-- NFLHIKNHYT KSHTQI---- NPYSITPRGP L--PDIL--- ----------  

Dacsp1|67545            YWKND----- --AFKGTT-- NFEHIKTHYY WSHTQI---- NPTRIVPVGP K--PNIE--- ----------  

Fomme1|130383           YWKNP----- --AFNSTT-- NFDHIKTGYH -SIRTI---- NPNLIVPIGP I--PSIE--- ----------  

Fomme1|130388           YWTNP----- --AFNSTT-- NFDHIKTGYY -SMKTI---- NPTQIVPVGP V--LSIE--- ----------  

Fomme1|143667           YWTNP----- --AFSTTT-- NFDHIKTHYY WSHPHI---- NPTRIVPVGP I--PNIE--- ----------  

Fompi3|1022961          YWKIP----- --AFKDTC-- NFEHIKTHYY WSHTTI---- NPHRIVPVGP I--PNIL--- ----------  

Fompi3|127425           YWNVP----- --AFRDTC-- YFDHIKAGYY WAKAY----- NPHQIIPAGP V--PHIL--- ----------  

Galma1|62390            YWNSS----- --AFKDST-- NFEHIKTHYY WSHISI---- NPTRIVPVGP I--PNIL--- ----------  

Glotr1_1|112236         YWNHP----- --EFKDTT-- NFNHIKTHYY WSHPII---- NPTRIVPVGP I--PDID--- ----------  

Glotr1_1|120328         YWNVP----- --AFRDTT-- DFLHIKENYT KSHYDI---- NPKAITPMGP F--PDVEEGV EEDFNKLKPG  

Glotr1_1|137290         YWNHD----- --PFKSTA-- NFDHIKAGYY -SNKGV---- NPAGVVPVGP L--PPIE--- ----------  

Glotr1_1|37102          YWTNP----- --AFKSST-- NLDHIKTGYY W-ITAV---- S--------- ---------- ----------  

Gymlu1|36123            YWNNS----- --AFKDCT-- SFEHIKTHYY WSHPSI---- NPTRIVPVGP I--PMIQ--- ----------  

Hebcy2|440337           YWNSA----- --AFKDST-- DFDHIKTHYY WSHHAI---- NPTRIVPVGP I--PNIL--- ----------  

Hetan2|39076            YWRND----- --AFQSTT-- DFDHIKTFYF WGQPAI---- NPTRIVPIGP V--PHIE--- ----------  

Hetan2|442680           YWQND----- --AFQSTT-- DFDHIKTHYY WSHPMV---- NPHRIVPIGP V--PHIE--- ----------  

Hydpi2|96315            YWNND----- --AFKSST-- NFEHIKVHYY WSQTKV---- NPTRVIAVGP T--PDID--- ----------  

Hypsu1|37440            YWNIS----- --AFKDST-- DFDHIKVHYY WSHQTI---- NPTRIVPVGP V--PNIL--- ----------  

Hypsu1|40330            YWNNS----- --SFKEST-- NFEHIKVGYY WPQSS----- NPTRIVPVGP I--PSIL--- ----------  

Jaaar1|142100           YWTNH----- --AFKDST-- NFDHIKTHYY WSHPQV---- NPTRIVPVGP I--PNVE--- ----------  

Jaaar1|63226            YWTNP----- --AFKDST-- DFDHIKTSYY WSHPSV---- NPTHIIPVGP I--PNIE--- ----------  

Lacbi2|648000           YWNND----- --AFESST-- NFDHIKTHYY WSHAAI---- NPTRIVPVGP I--PNIR--- ----------  

Mellp1|35938            YWKNP----- --AFKDTT-- NFEHIKFHYF TSHPQI---- NPTRIIPIGP L--PEIE--- ----------  

Oidma1|124122           YWNVP----- --AFKETT-- EFTHIKNHYT KSHTQI---- NKFSITPVGP E--PPIL--- ----------  

Oidma1|165197           YWDLP----- --AFGQTT-- NFEHIKRHYF SSITTL---- NPEGIVPLGP R--PEIL--- ----------  

Oidma1|182545           YWDTSEATN- GGAFHSTT-- HFTPIKAGYT YTLKQT---- ----VVPAGP Q--IEIL--- ----------  

Oidma1|39468            YWDESGETR- -GAFKAST-- FFDAIKKGYA QT-------- PRKNFLPLGP D--PDVL--- ----------  

Oidma1|46504            YWDPENKFN- -GAFRDTV-- RFQLYKEQY- -AYATV---- SP--VYPKGP I--PHIL--- ----------  

Paxin1|138020           YWNND----- --AFKSAT-- NFQHIKVHYY WSQTKV---- NPTRVVAVGP T--PDIE--- ----------  

Paxru1|825741           YWNND----- --AFKSTT-- NFQHIKVHYY WSQTKV---- NPTRVVAVGP T--PDIE--- ----------  

Phybl2|126467           Y-QME----- --GVSDTV-- NMVHIKRHYY MSHLQI---- NPTGIVPVGN G--PDLT--- ------IV--  

Picst3|43969            YWKVP----- --GFKETT-- DFDHIKYHYT KSHIAI---- NPHSITPAGP I--PNIL--- ----------  

Pilcr1|4571             YWNNS----- --AFKDST-- NFEHIKTHYY WSHPSV---- NPTRVVPVGP I--PNVE--- ----------  

Pilcr1|827566           YWNSS----- --AFKDST-- NFEHIKTHYY WSLYTI---- NPTRVIPIGP I--PHVE--- ----------  

Pirin1|77935            YWNYP----- --AFKDTT-- DFEHIKTHYY WSHPHI---- NPTRVIPLGP I--PNIR--- ----------  

Pisti1|121423           YWTNE----- --AFRSST-- NFQHIKVHYY WSQTKV---- NPTRVVSVGP V--PDIE--- ----------  

PleosPC15_2|48940       YWNNE----- --AFKVST-- NFNHIKTHYY WSHTTI---- NPTRIVPVGP F--PDIE--- ----------  

Plicr1|42268            YWTVP----- --AFKEST-- DFEHIKTGYY WSSVSN---- NPHRIVPVGP L--PPIE--- ----------  

Plicr1|43753            YWNVP----- --AFREST-- DFGHIKTGYY WSQVNI---- NPTRIVPVGP I--PNIE--- ----------  

Plicr1|43758            YWNVP----- --AFREST-- DFDHIKTHYY WSHPNI---- NPTRIVPVGP I--PNIE--- ----------  

Punst1|118707           YWTVP----- --AFGETT-- NFDHIKVHYF WSHPMI---- NPHRIVPVGP L--PHIL--- ----------  

Punst1|52675            YWKNP----- --AFKDTT-- NFDHIKTHYF WSHPSV---- NPHRIVPVGP I--PHIL--- ----------  

Punst1|55793            YWNVR----- --GFKETT-- DFKHIKENYT KSHYDI---- NPKAITPMGP I--PDIEEGY EANWSKITPG  

Punst1|62356            YWNYP----- --AFKDTT-- NFDHIKGGYY -ALKKV---- NPTGVIPRGP V--PHIL--- ----------  

Schco3|2086920          YWTND----- --AFRSST-- RFDHIKTGYY SQN------- NPSGIVPLGP V--PDIE--- ----------  

Schco3|2516063          YWTND----- --AFKSST-- RFDHIKTHYY WSHPHI---- NPTRIVPLGP I--PDIE--- ----------  

Schco3|2615640          YWNNN----- --AFKSST-- RFDHIKTHYY WSHPHV---- NPTRIVPLGP V--PDIE--- ----------  

Sclci1|100395           YWTNP----- --AFQSTT-- NFQHIKVHYY WSQTKI---- NPTRVVAVGP N--PDIE--- ----------  

Sebve1|329667           YWKHP----- --EFKDTT-- DFDHIKTHYY WSHPHI---- NPTRVIPLGP I--PNIR--- ----------  

SerlaS7_9_2             YWNND----- --AFQSTT-- NFDHIKTHYY WSQILV---- NPSRVVAVGP I--PNIE--- ----------  

Sphst1|178948           YWNSD----- --AFKSTT-- DFDHIKTHYY WSHPMI---- NPTRVVPLGP I--PVIE--- ----------  

Sphst1|178963           YWNND----- --AFKSTT-- DFDHIKTNYA F-MAHI---- NPTQVVPLGP I--PNIE--- ----------  

Sphst1|193280           YWNND----- --AFKSTT-- DFDHIKTNYA F-MAHI---- NPTQVVPLGP I--PNIE--- ----------  

Sphst1|232298           YWNNY----- --AFNSTT-- DFDHIKTFYA F-MIHV---- NPTQVVPLGP I--PNIQ--- ----------  

Stano2|8800             YWNVE----- --GFKEST-- DFKHIKENYT KSHSDI---- NPHAITPLGP Y--PDVEEDY ESDWSKLKPG  

Suilu1|799805           YWNND----- --AFKSST-- KFDHIKEHYY WSQTLV---- NPSRVVPAGP V--PDIE--- ----------  

Treme1|57346            YWNYP----- --AFKDTT-- DFDHIKEHYY YSHAHI---- NPTRIVPLGP R--VDIE--- ----------  

Trire2|112633           YWDQDEEGPL RAAFYRTTAP NIGRYALGYA DSRWRIVQEG QGPLIVPAGP L--VLME--- ----------  

Trire2|56819            YWRHA----- --AFRETT-- QFEHIKWHYT RSHTQI---- NPLSITPVGP L--PHIL--- ----------  

Tubme1|220              YYDIP----- --GFKETT-- NFEHIKKHYT KSHSQI---- NPKGITPLGP A--PDIM--- ----------  

Tubme1|6088             YWDIP----- --AFKQTT-- NFEHIKKHYT KSHAQI---- NPTGITPLGP L--PHIL--- ----------  

Tulca1|76207            YWQNP----- --SFNTST-- DFHHFKTGYY GQKVCS---- NSTGIVPVGP I--PSIE--- ----------  

Tulca1|76222            YWNNS----- --AFKDST-- NFEHIKHHYY WSHRQI---- NPTGIVPVGP I--PLIE--- ----------  

Ustma1|1515             YWNEK----- --AFRDYT-- NFDHIKKGYS SVG------- GNKGIEPRGP L--PHML--- ----------  
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Gto2p(ECM4)|Sacce1|39   ----PL---- ---------- ------- 

Gto3p|Sacce1|4945       ----PP---- ---------- ------- 

GSTX1|Trave1|66368      ----PL---- ---------- ------- 

GSTX2|Trave1|50990      ----PL---- ---------- ------- 

GSTX3|Trave1|73942      ----PL---- ---------- ------- 

GSTX1|Phchr2|2982482    ----PLDA-- ---------- ------- 

GSTX2|Phchr2|2624184    ----PL---- ---------- ------- 

Agabi_varbisH97_2|137   ----PL---- ---------- ------- 

Amamu1|78766            ----PL---- ---------- ------- 

Amath1|62909            ----PL---- ---------- ------- 

Aspnid1|4489            ----PRDA-- ---------- ------- 

Aspnid1|7897            ----PKDKEV NAVKH----- ------- 

Aspnid1|8922            GVSHPAVLEF EKELNEE--- ------- 

Aurde3_1|115815         ----PL---- ---------- ------- 

Aurde3_1|1240856        ----PL---- ---------- ------- 

Botbo1|118302           ----PLN--- ---------- ------- 

Conpu1|60697            ----PL---- ---------- ------- 

Conpu1|82579            ----PL---- ---------- ------- 

Copci1|17111            --ANPVIDT- ---------- ------- 

Crypa2|254574           ----PLDKEV PAVEAAKA-- ----GKV 

Dacsp1|67545            ----PL---- ---------- ------- 

Fomme1|130383           ----PL---- ---------- ------- 

Fomme1|130388           ----PL---- ---------- ------- 

Fomme1|143667           ----PLH--- ---------- ------- 

Fompi3|1022961          ----PFDD-- ---------- ------- 

Fompi3|127425           ----PLDA-- ---------- ------- 

Galma1|62390            ----PL---- ---------- ------- 

Glotr1_1|112236         ----PL---- ---------- ------- 

Glotr1_1|120328         GVKLPAVLDY ---------- ------- 

Glotr1_1|137290         ----PL---- ---------- ------- 

Glotr1_1|37102          ----ILLR-- ---------- ------- 

Gymlu1|36123            ----AL---- ---------- ------- 

Hebcy2|440337           ----PL---- ---------- ------- 

Hetan2|39076            ----AL---- ---------- ------- 

Hetan2|442680           ----PL---- ---------- ------- 

Hydpi2|96315            ----PL---- ---------- ------- 

Hypsu1|37440            ----PLKE-- ---------- ------- 

Hypsu1|40330            ----PLSL-- ---------- ------- 

Jaaar1|142100           ----PL---- ---------- ------- 

Jaaar1|63226            ----PL---- ---------- ------- 

Lacbi2|648000           ----PL---- ---------- ------- 

Mellp1|35938            ----ALDEDK ---------- ------- 

Oidma1|124122           ----REDEEV PAVAYALALR HSNTRRP 

Oidma1|165197           ----GKQIEA VK-------- ------- 

Oidma1|182545           ----PLN--- ---------- ------- 

Oidma1|39468            ----PVAS-- ---------- ------- 

Oidma1|46504            ----PL---- ---------- ------- 

Paxin1|138020           ----PL---- ---------- ------- 

Paxru1|825741           ----PL---- ---------- ------- 

Phybl2|126467           ----PS---- ---------- ------- 

Picst3|43969            ----PL---- ---------- ------- 

Pilcr1|4571             ----DL---- ---------- ------- 

Pilcr1|827566           ----GL---- ---------- ------- 

Pirin1|77935            ----PLDS-- ---------- ------- 

Pisti1|121423           ----PL---- ---------- ------- 

PleosPC15_2|48940       ----PL---- ---------- ------- 

Plicr1|42268            ----PL---- ---------- ------- 

Plicr1|43753            ----PL---- ---------- ------- 

Plicr1|43758            ----PL---- ---------- ------- 

Punst1|118707           ----SL---- ---------- ------- 

Punst1|52675            ----PL---- ---------- ------- 

Punst1|55793            GVHLAA---- ---------- ------- 

Punst1|62356            ----PLDAK- ---------- ------- 

Schco3|2086920          ----PL---- ---------- ------- 

Schco3|2516063          ----PL---- ---------- ------- 

Schco3|2615640          ----PL---- ---------- ------- 

Sclci1|100395           ----PM---- ---------- ------- 

Sebve1|329667           ----PL---- ---------- ------- 

SerlaS7_9_2             ----PL---- ---------- ------- 

Sphst1|178948           ----PLDN-- ---------- ------- 

Sphst1|178963           ----PLTA-- ---------- ------- 

Sphst1|193280           ----PLTA-- ---------- ------- 

Sphst1|232298           ----PLTA-- ---------- ------- 

Stano2|8800             KVAHPRVLEA MSKL------ ------- 

Suilu1|799805           ----PL---- ---------- ------- 

Treme1|57346            ----PL---- ---------- ------- 

Trire2|112633           ----PL---- ---------- ------- 

Trire2|56819            ----PLEEEV RAVVA----- -----RV 

Tubme1|220              ----PRDA-- ---------- ------- 

Tubme1|6088             ----PQDV-- ---------- ------- 

Tulca1|76207            ----PL---- ---------- ------- 

Tulca1|76222            ----SL---- ---------- ------- 

Ustma1|1515             ----PLDA-- ---------- ------- 
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Figure S3. Multiple sequence alignment of putative fungal GSTX 

All sequences were retrieved from MycoCosm on the JGI website. Sequences were aligned using 

MAFFT and manually annotated in order to highlight the secondary structure elements of S. cerevisiae 

ECM4 structure and specific residues (catalytic residues in yellow, G-site residues in blue, H-site 

residues in green). Motif that exhibits variations in helix α9 is underlined. 
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Figure S4. Dextran-sulfate complexed in TvGSTX3 C56S active site 

A. 2Fo-Fc omit map is shown at 1.0 σ around dextran-sulfate (yellow sticks and spheres). Side-chains 

in the vicinity of the ligand are labeled and displayed as sticks and polar contacts are represented as 

dashed lines. B. Chemical structure of the ligand is shown (three units of the polymer). 

 

Figure S5. Neighbor-Joining analysis of putative GSTX sequences from various fungi 

Sequences associated with existing solved structures are marked with a white circle (previous work) or 

a black circle (this study). The tree was condensed based on bootstrap values >50% (indicated below 

corresponding nodes). Abbreviations of organisms and protein accession numbers are provided on the 

JGI website (https://genome.jgi.doe.gov/fungi). Clustering of sequences in an organism-specific 

manner suggests recent diversification among the Xi class. 
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Conclusion sur l’étude des GSTs de la classe Xi chez Trametes versicolor 

En conclusion, cette étude a montré que les deux enzymes (TvGSTX1 et TvGSTX3) de T. versicolor 

ont une activité typique de déglutathionylation envers les hydroquinones glutathionylées. De façon 

intéressante, il a également été montré que TvGSTX3 possède une activité supplémentaire contre la 

phénylacétophénone glutathionylée. Cette activité est typique des GSTs de la classe Omega. Les deux 

GSTX présentent des différences structurales dans le site actif, notamment dans le domaine N-terminal 

à la fin de l’hélix α9. Dans la structure de TvGSTX3, la présence de résidus dont l’encombrement 

stérique est relativement petit, pourrait conférer un site plus ouvert permettant la reconnaissance du 

GS-PAP et pourrait ainsi expliquer une diversité de substrats pour cette isoforme. La prédiction du site 

de fixation couplée à des expériences de mutagénèse dirigée ont confirmé cette diversité.  

Ainsi, cette étude a montré l’existence d’une redondance fonctionnelle entre les deux isoformes et 

l’existence d’une fonction spécifique pour TvGSTX3. 
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Ce projet de thèse s’inscrit dans une des thématiques de recherche du laboratoire Interactions Arbres 

Microorganismes dédiée à l’étude du système de détoxication chez les champignons décomposeurs de 

bois. Au sein de ce système, plusieurs familles multigéniques d’enzymes interviennent. L’une d’entre 

elles, les glutathion transférases (GSTs) furent étudiées en se focalisant notamment sur deux classes de 

GSTs issues du champignon décomposeur Trametes versicolor, la classe Omega (qui est 

majoritairement représentée) et la classe Xi (qui est relativement plus réduite en nombre d’isoformes). 

Le principal objectif de cette thèse était de comprendre les fonctions des enzymes appartenant à ces 

deux classes. Pour répondre à cet objectif, une combinaison d’approches biochimique et structurale a 

permis d’appréhender les fonctions potentielles de ces enzymes. Les résultats obtenus ont permis de 

mesurer les capacités réactionnelles de ces enzymes et de mettre en évidence l’existence d’une 

fonction ligandine pour certaines isoformes de la classe Omega. De plus, la caractérisation structurale 

menée en collaboration avec le laboratoire CRM² a démontré l’implication de différents sites de 

fixation pour permettre l’interaction avec les ligands identifiés. Dans la suite de ce manuscrit, 

l’ensemble des résultats obtenus seront discutés et des perspectives de recherche seront proposéess. 
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Chapitre I : Extension de la classe Omega chez Trametes versicolor  

1. Etude génomique de la classe Omega dans le règne fongique 

Bien avant le début de ce projet doctoral, une première étude phylogénétique de la classe Omega a 

montré que celle-ci est divisée en deux types nommés type II et type III (Morel et al., 2013). Cette 

même étude a constaté que les GSTs de la classe Omega sont majoritairement retrouvées dans les 

génomes de champignons saprophytes et symbiotiques appartenant à l’ordre des Basidiomycètes 

(Morel et al., 2013). Afin de rechercher des cas d’extension de la classe Omega dans d’autres génomes 

fongiques, les séquences de GSTOs provenant de tous les génomes disponibles sur le site du Joint 

Genome Institute (JGI, près de 1000 génomes à la date du 16 octobre 2017) ont été récupérées. Parmi 

tous ces génomes analysés, seulement 27 d’entre eux contiennent une classe Omega étendue (Figure 

n°52). L’extension de la classe Omega est majoritairement retrouvée chez les champignons de 

pourriture blanche appartenant à l’ordre des Polyporales et notamment à la famille des Polyporaceae 

(21). Dans une moindre mesure, quelques espèces issues de deux autres familles (Phanerochaetaceae 

et Gelatoporiaceae) possèdent aussi un grand nombre d’isoformes appartenant à la classe Omega. Le 

caractère étendu de la classe Omega ne se restreint pas à l’ordre des Polyporales, ni aux champignons 

décomposeurs de bois, car il peut également être observé chez certaines espèces appartenant à l’ordre 

des Agaricales comme Cortinarius glaucopus, ainsi qu’à l’ordre des Boletales comme Suillus pictus et 

Suillus decipiens. Ces trois organismes sont considérés comme des champignons ectomycorhiziens. 

Jusqu’à présent, chez les champignons symbiotiques, la famille des GSTs n’a jamais été étudiée. 

Dans les génomes de champignons de pourriture blanche présentant une extension de la classe Omega, 

d’autres classes étendues de GSTs peuvent également être présentes. Par exemple, chez Trametes 

versicolor, la classe Ure2p est fortement représentée avec 11 isoformes. Comme il a été rappelé dans 

l’introduction, les champigons décomposeurs de bois possèdent un nombre plus important de gènes 

codant des GSTs. De façon intéressante, d’autres organismes comme par exemple, certains insectes, 

contiennent aussi un nombre important de gènes codant ces enzymes, cette extension pourrait avoir 

une importance biologique notamment dans la détoxication de composés exogènes. En effet, chez les 

insectes, plusieurs études suggèrent que la présence en plus grand nombre de gènes qui codent pour 

des GSTs conférait à ces organismes une plus forte résistance à des composés xénobiotiques comme 

par exemple les insecticides (Rane et al., 2016). Dans le cas des champignons décomposeurs de bois, 

la possession d’un patrimoine génétique plus important en GSTs permettrait une plus forte capacité à 

detoxiquer des molécules toxiques présentes dans le bois. 
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Figure n°52 : Extension de la classe Omega dans le règne fongique et répartition des gènes codant pour les GSTOs de type II et de type III. L’identification 

des GSTOs en fonction du type et du résidu présent dans le site actif, a été effectuée après alignement des séquences à l’aide du logiciel MEGA (version 6). 

L’extension de la classe Omega se retrouve très majoritairement dans le génome de certaines pourritures blanches (encadrés en violet) et dans une moindre 

mesure dans certains champignons ectomycorhiziens (encadrés en marron jaunâtre). Les champignons appartenant à la famille des Polyporaceae, des 

Phanerochaetaceae, des Gelatoporiaceae, des Cortinariaceae et des Suillaceae sont respectivement représentés par les symboles x, •, ▲, ¤ et ϕ. Les couleurs de 

ces symboles renvoient à l’ordre auquel appartient le champignon ; rouge pour l’ordre des Polypores, bleu pour celui des Agaricales et enfin vert pour celui 

des Boletales. A la suite du nom de chaque espèce, un nombre écrit entre parenthèses indique le nombre de gènes annotés/prédits pour coder une GST.  
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2. Etude phylogénétique des GSTOs : émergence des GSTs possédant une sérine  

L’analyse des séquences peptidiques des GSTOs issues des 27 champignons indique que les deux 

types (II et III) de GSTOs sont présents, mais ils ne sont pas répartis de façon homogène. En effet, les 

GSTOs de type II sont conservées avec un nombre de représentants qui fluctue faiblement (entre 1 et 

5). En revanche, le nombre de GSTOs de type III varie de façon plus importante en fonction du résidu 

présent dans le site actif (cystéine ou sérine). Alors que le nombre de GSTOs de type III avec une 

cystéine (GSTOC) n’excède pas plus de 3, celui des GSTOs ayant une sérine à la place (GSTOS) est 

beaucoup plus important : de 5 jusqu’à 12 gènes. Il est à noter que quelques GSTOs de type III 

peuvent posséder une thréonine dans le site actif. La structure de cet acide aminé est proche de celle de 

la sérine car elle possède également un groupement hydroxyle. Ce groupement pourrait être impliqué 

dans l’abaissement du pKa de la cystéine du glutathion permettant d’initier l’activité de 

glutathionylation. Malgré le faible nombre d’études portant sur les GSTs ayant une thréonine dans leur 

site actif, il a été montré que cet acide aminé pouvait établir une liaison hydrogène entre son 

groupement hydroxyle et le cycle aromatique d’une tyrosine impliquée dans la reconnaissance du 

glutathion. Cette liaison hydrogène favoriserait le groupement hydroxyle de la tyrosine à stabiliser le 

groupement thiolate du glutathion (Liu et al., 1993).  

Ainsi, l’extension de la classe Omega se caractérise par une plus forte proportion de GSTOs de type 

III possèdant une sérine dans le site actif. Cette sérine conférait une activité de glutathionylation à ces 

enzymes. A titre de comparaison, l’extension de classes de GSTs avec une sérine a aussi été observée 

dans d’autres règnes du vivant. Par exemple, dans le règne végétal, deux classes sont majoritairement 

présentes : la classe Tau et la classe Phi (Dixon, Edwards, 2010). L’origine de ces extensions de classe 

pourrait s’expliquer par plusieurs successions de duplication de génomes qui ont eu lieu au cours de 

l’évolution (Lan et al., 2009). La plupart des études ont montré que ces deux classes sont, 

généralement, impliquées dans la détoxication de composés exogènes (en glutathionylant des 

herbicides par exemple) (Cummins et al., 2011) ; mais aussi dans les voies de biosynthèse de certains 

métabolites secondaires (Dixon et al., 2010). D’autre part, chez les insectes, deux classes sont 

également étendues ; les classes Delta et Epsilon (Enayati et al., 2005). L’extension de ces deux 

classes serait potentiellement due à des phénomènes localisés de duplications de gènes, et à des 

processus de divergences évolutives (Enayati et al., 2005). Les premières fonctions biochimiques 

découvertes pour ces deux classes de GSTs résideraient dans leur capacité à glutathionyler des 

composés d’origine exogène tels que le dichlorodiphényltrichloroéthane (un insecticide) (Enayati et 

al., 2005).  
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3. Propriétés biochimiques des GSTs des classes Omega et Xi de Trametes versicolor  

La caractérisation biochimique sur de certaines isoformes de la classe Omega chez T. versicolor, a 

démontré la capacité de ces enzymes à catalyser des réactions de déglutathionylation (par les 

TvGSTOC) et de glutathionylation (par les TvGSTOS) (Article n°1). Il est à noter, sur la base des 

substrats utilisés, qu’il y a bien une redondance fonctionnelle entre les six TvGSTOS pour l’activité de 

conjugaison et entre les trois TvGSTOC (quel que soit le type, II et III) pour l’activité de 

déglutathionylation.  

Cette double capacité réactionnelle a aussi été observée chez la classe Omega issue d’un autre agent de 

pourriture blanche, P. chrysosporium (Meux et al., 2013). Au cours de cette étude, l’activité de 

déglutathionylation a pu être vérifiée en utilisant un substrat classique des GSTs de la classe Omega 

(GSTOs) : le phénylacétophénone glutathionylé (GS-PAP). Toutefois, d’autres études ont montré que 

ce composé représentait aussi un substrat pour d’autres classes de GSTs comme par exemple la classe 

Lambda chez les plantes (Lallement et al., 2014). Pour ce qui concerne l’activité de glutathionylation, 

les résultats ont montré que les six isoformes arborant une sérine dans leur site actif présentaient les 

meilleures efficacités catalytiques avec les composés isothiocyanates (le phénéthyl isothiocyanate, 

PEITC et le benzyl isothiocyanate, BEITC, Articles n°1, 2, 3). L’un de ces composés (le PEITC) a été 

utilisé lors de tests d’inhibition enzymatique afin de prédire le site de fixation d’inhibiteurs potentiels 

(Articles n°2 et 3). Dans la littérature, d’autres classes de GSTs sont aussi capables de catalyser des 

réactions de glutathionylation sur des composés isothiocyanates, c’est le cas par exemple de la classe 

Phi (Pégeot et al., 2017) et de la classe GSTFuA (Mathieu et al., 2013). A terme, l’utilisation de 

mutants catalytiques dans lesquels la sérine serait substituée par d’autres acides aminés (par exemple 

une alanine) pourrait démontrer ou non, l’importance de cet acide aminé dans les réactions de 

glutathionylation. Ainsi, la caractérisation biochimique basée sur l’utilisation de substrats synthétiques 

n’a pas permis de montrer des spécifictés réactionnelles mais à l’inverse une redondance fonctionelle 

entre les enzymes.  

Dans le chapitre II des résultats, une seconde classe de GSTs de T. versicolor, la classe Xi (TvGSTXs) 

a été étudiée (Article n°4). Au regard de la littérature, les GSTXs sont surtout reconnues pour 

catalyser, de manière spécifique, des réactions de déglutathionylation sur des formes glutathionylées 

d’hydroquinones (Lam et al., 2012). Cette aptitude a été confirmée pour les deux TvGSTXs étudiées 

(TvGSTX1 et TvGSTX3). Cependant, l’isoforme TvGSTX3 présente une néofonctionalisation qui se 

caractérise par la présence de résidus favorisant la reconnaissance d’un substrat supplémentaire. 

L’analyse phylogénétique a montré l’existence d’une autre séquence de GSTXs provenant d’un 

champignon de pourriture brune, Jaapia argillacea (dont l’identifiant protéique disponible sur le JGI 

est 63226) qui possède aussi des résidus qui seraient propices pour permettre l’interaction avec 

d’autres composés.  
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Afin de confirmer la néofonctionnalisation découverte chez TvGSTX3, la capacité à déglutathionyler 

des substrats autres que les hydroquinones pourrait être évaluée pour la protéine JaGSTX63226. Ainsi, 

l’utilisation de substrats synthétiques a permis de montrer l’existence d’une redondance et d’une 

spécificté fonctionelle entre deux isoformes de la classe Xi chez T. versicolor.  

4. Evolution des classes Xi et Omega dans le règne fongique 

A partir des propriétés biochimiques qui ont été déterminées pour les deux classes étudiées, un modèle 

évolutif dédié aux GSTXs et aux GSTOs pourrait être proposé (Figure n°53). Dans ce modèle, il serait 

suggéré que les GSTXs seraient apparues avant les GSTOs car elles présentent une spécificité 

réactionnelle envers les composés de type hydroquinones. Cette spécificité suppose que cette classe 

serait plus ancienne et qu’elle aurait peu évoluée. Cependant, les résultats obtenus dans l’article n°4 

suggèrent l’appartion d’ évenements évolutifs ayant entrainé des mutations d’acides aminés au sein du 

domaine C-terminal. C’est le cas de la protéine TvGSTX3 qui peut accepter d’autres substrats comme 

le phénylacétophénone glutathionylé. Ensuite, la classe Omega capable de déglutathionyler des 

composés de type phénylacétophénones, serait alors apparue. En lien avec le modèle de Frova (2006), 

une substitution de la cystéine en une sérine aurait permis l’acquisition de la capacité à glutathionyler 

des substrats, notamment les composés isothiocyanates (PEITC et BEITC) et les composés halogènes 

(CDNB). L’analyse des séquences peptidiques des isoformes présentes dans des classes Omega 

étendues, a révélé l’existence de quelques-unes possédant une thréonine dans le site actif. L’apparition 

de ces protéines soulève des interrogations notamment sur l’identité du résidu qui aurait été remplacé 

par la thréonine. Sachant que l’existence de GSTOs arborant une tyrosine n’a jusqu’à ce jour jamais 

été démontré, le remplacement par une thréonine aurait pu se produire aux dépens d’une cystéine ou 

d’une sérine.  

Figure n°53 : Proposition de modèle évolutif pour les classes Xi et Omega chez les champignons 

décomposeurs de bois. 
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5. Découverte d’une fonction ligandine redondante et spécifique chez les TvGSTOS 

Une démarche de recherche de substrat et /ou de ligands a été effectuée lors de ce projet de thèse en 

utilisant une méthode de screening à haut débit. Les interactions entre les TvGSTOS et chacune des 

classes de ligands découvertes seront dans un premier temps rappelées. A titre de comparaison, des cas 

d’interactions similaires faisant intervenir d’autres GSTs seront également décrits.  

Tout d’abord, les résultats de l’article n°2 ont mis en évidence la capacité des TvGSTOS à interagir 

avec des benzophénones. Malgré l’existence d’une redondance fonctionelle entre ces enzymes, une 

étude structure-fonction a montré que la protéine TvGSTO3S présente une sélectivité d’interaction 

dépendante de la présence et de la position des groupements hydroxyles envers une dizaine de 

benzophénones. Dans la littérature, des cas d’interactions entre des GSTs retrouvées chez l’Homme 

(provenant des classes Pi, Mu et Alpha) et certaines benzophénones ont déjà été observées au niveau 

du site H (Georgakis et al., 2017). Outre dans la compositionchimique du bois, les benzophénones sont 

considérés comme des polluants qui peuvent représenter un risque pour l’environnement. Dans un 

contexte de bioremédiation, les champignons de pourriture blanche représentent une stratégie 

intéressante pour envisager une stratégie de dépollution des sols contaminés. A cet égard, la capacité 

du champignon T. versicolor à dégrader une sonde isotopique (BP3) dont la structure est 

caractéristique des benzophénones, a été évaluée. Il est apparu que le champignon était capable de 

minéraliser le composé marqué. De plus, l’analyse de la biomasse fongique a révélé que celle-ci était 

enrichie en carbone 13 (
13

C), indiquant que T. versicolor assimile le composé exogène. 

L’enrichissement en 
13

C fut aussi retouvé dans la structure des acides aminés présents dans la cellule 

du champignon, ce qui suggère que T. versicolor utilise la sonde BP3 comme une source de carbone. 

Une analyse métabolomique a par la suite montré que les premiers produits de dégradation de BP3 

résultant d’une probable réaction d’oxydation assurée par les cytochromes P450 monooxygénases, 

sont le 4-hydroxybenophénone, la 2,4-dihydroxybenzophénone (2,4-DHB) et la 4,4’-

dihydroxybenzophénone (Badia-Fabregat et al., 2014). C’est justement la benzophénone 2,4-DHB qui 

a été identifiée comme étant un des ligands de TvGSTO3S. Dès lors, la fonction ligandine des 

TvGSTOS pourrait être impliquée dans les voies d’assimilation de composés xénobiotiques.  

De plus, les travaux menés dans l’article n°2 ont également montré que les TvGSTOS interagissent 

avec les flavonoïdes. Des études préliminaires ont montré que des extraits de bois de merisier 

induisaient des effets stabilisateurs sur l’isoforme TvGSTO3S. L’utilisation de la cristallographie 

d’affinité couplée à des techniques d’analyse de spectrométrie de masse et de résonance magnétique 

nucléaire a permis d’identifier un ligand naturel appartenant à la classe des flavonoïdes : la 

dihydrowogonine. Par ailleurs, malgré la présence de patrons d’interaction communs entre la plupart 

des six TvGSTOS étudiées envers des flavonoïdes testés, une spécificité d’interaction entre la protéine 

TvGSTO6S et la naringénine a pu être observée. Chez les plantes, il existe aussi des GSTs qui 

interagissent avec les flavonoïdes.  
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Par exemple, des tests de titration calorimétrique isotherme ont montré qu’une GST de la classe Phi 

chez la plante modèle, Arabidopsis thaliana (AtGSTF2), pouvait lier une forme glycosylée de la 

quercétine (Dixon et al., 2011). Par ailleurs, la capacité de la protéine AtGSTF2 à glutathionyler des 

flavonoïdes tels que la quercétine et le kaempférol a aussi été testée. Cependant, aucune forme 

conjuguée pour ces deux composés n’a été observée (Smith et al., 2003). Récemment, une molécule de 

quercétine a pu être identifiée dans l’interface du dimère (site L) en un seul exemplaire (Ahmad et al., 

2017). Par ailleurs, des études ont montré que d’autres GSTs sont impliquées dans le transport des 

anthocyanines, c’est le cas notamment d’une GSTs de la classe Phi, AtGSTF12 (anciennement 

nommée TT19), qui est requise pour permettre l’accumulation de ces métabolites dans la vacuole 

(Kitamura et al., 2004). Chez d’autres espèces végétales telles que le maïs et le pétunia, des 

expériences de génétique inverse ont aussi confirmé l’implication de certains gènes codant des GSTs 

(respectivement les gènes bz2 et an9) dans le transport des anthocyanines afin de les stocker dans la 

vacuole (Alfenito et al., 1998 ; Mueller et al., 2000). L’absence de flavonoïdes sous forme 

glutathionylée indique que la fonction ligandine de certaines GSTs de plantes serait requise pour 

permettre le transport de ces molécules dans le cytosol. En effet, ces composés sont initialement 

présents dans le réticulum endoplasmique et doivent être acheminés à destination du tonoplaste. 

Ensuite, des transporteurs ancrés dans la membrane de la vacuole comme par exemple les MRP 

(« Multidrug resistance-associated protein ») et les MATE (« Multidrug and toxic compound 

extrusion ») assuraient la phase de séquestration dans la vacuole (Gomez et al., 2011 ; Zhao, 2015).  

Sachant que les flavonoïdes sont présents dans les extractibles de bois et qu’ils ne sont pas synthétiser 

dans la cellule fongique (Gil-Ramírez et al., 2016), la fonction ligandine des TvGSTOS pourrait avoir 

un rôle dans le transport de ces composés afin de les séquestrer et contribuerait ainsi à la défense du 

champignon.  

Une troisième étude a montré la capacité de la protéine TvGSTO2S à interagir avec un stilbène 

provenant de bois de bagasse (Bagassa guianensis, Article n°3). Plus précisément, la caractérisation 

structurale a montré au sein de la structure de TvGSTO2S, la présence de deux configurations (trans- 

et cis-) d’oxyresvératrol. L’origine du changement de configuration pourrait s’expliquer par une 

réaction de photoisomérisation qui aurait eu lieu lorsque les complexes TvGSTO2S-oxyresvératrol ont 

été laissés exposés à la lumière. Cette réaction de photoisomérisation est considérée comme une étape 

de dégradation des stilbènes (Maafi, Al-Qarni, 2018). Jusqu’à présent, il existe très peu d’études qui 

ont pu démontrer que les GSTs interagissent avec les stilbènes. Néanmoins, il a été découvert 

récemment chez la vigne, qu’une GST de la classe Tau (GSTU-2) est impliquée dans le transport du 

trans-resvératrol afin de permettre par la suite, son excrétion en dehors de la cellule. Chez Vitis 

vinifera, le resvératrol agit comme une phytoalexine, ce qui correspond à une molécule de défense 

dont la synthèse est induite en cas de stress.  
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Ainsi, la fonction de transport de GSTU-2 vis-à-vis du resvératrol contribuerait à la défense de la 

vigne, notamment face à des attaques de champignons phytopathogènes (Martínez-Márquez et al., 

2017). Dans la littérature, des études ont montré que l’oxyresvératrol possède différentes propriétés 

comme par exemple l’activité antifongique (Basset et al., 2012). Au regard de la capacité de GSTU-2 

issue de la vigne à transporter un dérivé de l’oxyresvératrol (le trans-resvératrol), la fonction ligandine 

de TvGSTO2S pourrait jouer le rôle de transporteur de ce composé toxique et constituerait une 

stratégie de détoxication pour T. versicolor.  

Ainsi, la présence de deux sites de fixation dans la structure des TvGSTOS (le site H et le site L) 

permet à ces enzymes de se lier à une grande diversité de ligands. L’existence de ces deux sites 

pourrait expliquer le fait que cette fonction ligandine est partagée entre les différentes isoformes. Par 

comparaison avec la fonction ligandine des GSTs décrites ci-dessus, celle des TvGSTOS aurait très 

probablement un rôle à jouer dans le transport d’extractibles polyphénoliques libérés lors de la 

dégradation du bois. Chez les champignons xylophages, la capacité des GSTs à lier des molécules de 

bois ne se restreint pas uniquement à celle des isoformes de la classe Omega. En effet, il a été montré 

qu’une isoforme de la classe GSTFuA chez P. chrysosporium est capable de fixer des extractibles tels 

que la vanilline et le coniféraldéhyde (Mathieu et al., 2012).  

 

6. Spécificités d’interactions entre les TvGSTOS 

Au cours de ce projet de thèse, plusieurs approches ont montré une redondance fonctionelle entre les 

TvGSTOs que ce soit vis-à-vis de substrats synthétiques ou d’une banque de composés pures 

(flavonoïdes, benzophénones). En revanche, il est apparu que quelques cas d’interactions spécifiques 

existaient comme par exemple, entre la protéine TvGSTO6S et la naringénine et aussi entre la protéine 

TvGSTO2S et l’oxyresvératrol. Afin d’appréhender plus en détails la spécificité fonctionnelle entre les 

TvGSTOS, une méthode de screening à haut débit menée sur ces enzymes en utilisant une banque 

d’extraits de bois d’essences forestières provenant de Guyane française a été utilisée. Cette stratégie 

méthodologique a été réalisée par le stagiaire Guillaume Salzet. Les résultats préliminaires représentés 

sous la forme d’une carte thermique (ou « heat map ») (Figure n°54) montre des patrons d’interactions 

différents d’une protéine à l’autre. Dès lors, l’utilisation d’une banque composée de mélanges 

complexes de molécules naturelles a permis de mettre en évidence des spécifictés d’interaction entre 

les TvGSTOS. A terme, la sélection des extraits spécifiques pour chacune des enzymes permettra 

d’identifier la (ou les) molécule(s) reconnue(s) par ces protéines.  
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Figure n°54 : “Heat-map” récapitulant les décalages thermiques (∆Td) induits par une banque 

d’extraits de bois tropicaux sur six TvGSTOS. Les ∆Td sont représentés par un code de couleur qui est 

le suivant : en vert sont représentés les ∆Td les plus importants, en rouge les ∆Td les plus faibles et en 

noir les ∆Td proches de la valeur moyenne de l’ensemble des ∆Td obtenus. Les noms des essences 

forestières, suivis de la zone du tronc étudiée (DU pour duramen et AU pour aubier) et du solvant 

utilisé (ACE : acétone, DCM: dichlorométhane, TE : mélange toluène-éthanol et WAT : eau) figurent 

à droite.  
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Chapitre II : Vers la recherche de nouveaux substrats 

Afin de mettre en évidence des spécificités d’interaction entre les isoformes de la classe Omega qui 

partagent entre elles des pourcentages d’identité élevés, des perspectives de recherches peuvent être 

envisagées. Par exemple, l’étude de l’implication des GSTs dans le métabolisme secondaire chez 

Trametes versicolor ainsi que la prise en compte de la phase d’activation (du système de détoxication) 

représentent deux stratégies intéressantes.  

1. Recherche de substrats et/ou de ligands à partir d’extraits de carpophores de Trametes versicolor 

Au cours de ce projet de thèse, je me suis principalement intéressé à la découverte de substrats et/ou de 

ligands d’origine exogène (à partir d’extraits de bois). Cependant, lors de ma dernière année, j’ai initié 

une nouvelle démarche pour tenter d’identifier de nouveaux substrats pour les TvGSTOs à partir 

d’extraits de T. versicolor. Cette méthodologie pourrait également s’appliquer aux TvGSTXs. Pour 

cela, une collecte de dix sept échantillons de carpophores de Trametes versiolor (identifiés par le 

mycologue Jean-Paul Maurice) a été effectuée dans une forêt de la commune de Champenoux (54). 

Des études récentes se sont portées sur la composition chimique de carpophores de T. versicolor 

collectés en milieu naturel. L’une d’entre elles a montré que des triterpénoïdes et des stérols sont 

retrouvés et possèdent une activité anti-inflammatoire (Jin et al., 2018). De plus, l’analyse des 

propriétés biologiques d’extraits majoritairement glucidiques issus de fructifications de T. versicolor, a 

indiqué que ces extraits derniers possèdent des activités antiradicalaire et antioxydante (Kozarski et al., 

2012). Par l’utilisation de différents solvants (eau, éthanol, méthanol), une multitude de composés 

polyphénoliques tels que les flavonoïdes sous forme glycone et aglycone ont pu être détectées. Ces 

mêmes extraits possèdent des activités antioxydantes (Janjušević et al., 2017 ; Pop et al., 2018). 

Nénamoins, l’origine de la présence des flavonoïdes dans ces extraits représente un sujet à 

controverses dans la mesure où certaines études affirment que les champignons ne peuvent pas 

synthétiser ces composés. Alors qu’une analyse génomique chez les champignons indique la présence 

d’au moins un gène codant pour la phénylalanine ammonia-lyase, aucun gène codant pour la chalcone 

synthétase et la chalcone isomérase n’a été identifié (Gil-Ramírez et al., 2016). Ainsi, les champignons 

sont capables de synthétiser des composés phénoliques, mais ils ne seraient pas capables de produire 

des flavonoïdes. Face à ce constat, l’origine des flavonoïdes dans les carpophores de T. versicolor 

serait probablement due à l’absorption de ces composés à partir du substrat (c’est-à-dire le bois) 

auquel le champignon est attaché.  

La méthodologie utilisée dans cette perspective de recherche est d’extraire une large gamme de 

métabolites à partir de fructifications de T. versicolor en utilisant différents solvants (par exemple 

l’eau, l’acétone et l’éthanol). Après l’évaporation du solvant, des tests d’interactions entre les GSTs 

étudiées et les molécules contenues dans les extraits pourraient être effectués en utilisant une 

combinaison de trois techniques biochimiques (Figure n°55).  
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En effet, l’étude de dénaturation thermique ainsi que des tests d’inhibition enzymatique à l’aide d’une 

sonde fluorescente pourraient être effectués. Sachant que les protéines étudiées pendant ce projet de 

thèse, possèdent une étiquette hexahistidine à l’extrémité de leur domaine C-terminal, celles-ci 

pourraient être immobilisées dans une colonne chargée en ions nickel (Ni
2+

). Les extraits obtenus 

seraient ensuite déposés dans la colonne : si des molécules sont potentiellement reconnues par les 

GSTs fixées, alors celles-ci seraient retenues dans la colonne. Puis, une étape d’élution permettrait de 

décrocher les protéines contenant de potentiels ligands.  

Ensuite, une étape de précipitation permettrait alors de séparer les ligands et les protéines. Ces-

derniers pourront être finalement analysés par des méthodes de spectrométrie de masse afin de les 

identifier. Des expériences dédiées aux effets induits par les extraits sur la stabilité thermique des 

TvGSTOs sont en cours de réalisation par l’ingénieur d’études Muriel Barbier. 

Figure n°55 : Démarche de recherche de substrats/ligands. La combinaison de ces trois méthodes 

permettra de sélectionner l’extrait contenant les molécules pouvant être reconnues par les GSTs 

étudiées. Par la suite, des expériences de co-cristallisations menées entre la protéine et l’extrait 

sélectionné contribueront à identifier la molécule et le site de fixation impliqué lors de l’interaction. 
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2. Etude du lien fonctionnel entre les phases d’activation et de conjugaison du système de 

détoxication 

Au cours de ce projet de thèse, aucun substrat n’a pu être identifié pour les TvGSTOs. Dans le cadre 

du système de détoxication, les GSTs interviennent au sein de la phase II de conjugaison. La première 

phase dite d’activation permet d’exposer un groupement électrophile sur le composé toxique. Le 

composé électrophile sera alors plus apte à subir une attaque nucléophile de la part d’une molécule de 

glutathion, assurée ou non par l’action d’une GST. Dans le but de rechercher de nouveaux substrats 

pour les TvGSTOs et les TvGSTXs, il serait intéressant de prendre en compte la phase I d’activation 

dans nos expérimentations. Une première tentative a été effectuée à la fin de l’article n°1, afin de 

tenter d’expliquer le rôle de TvGSTO1C dans des exudats (Article n°1). Dans cet article, une 

peroxydase extracellulaire (TvVP2) avait été utilisée pour assurer la phase d’activation. Outre les 

systèmes oxydatifs extracellulaires, d’autres familles d’enzymes de type oxydases interviennent à 

l’intérieur de la cellule fongique, c’est le cas notamment des cytochromes P450 monooxygénases, des 

époxyde hydrolases et des dioxygénases. A cet égard, des études transcriptomiques ont mis en 

évidence la co-expression des gènes codant pour des CYP450s, des dioxygénases et des GSTs lorsque 

P. chrysosporium se développe en présence de bois (Thuillier et al., 2014 ; Korripally et al., 2015 ; 

Kameshwar, Qin, 2017). Dès lors, dans la suite de ces travaux, il serait intéressant d’inclure ces 

enzymes pour permettre la phase d’activation lors de ces expériences (Figure n°56). Mise à part 

l’oxydation de molécules pures, cette méthodologie pourrait également s’appliquer à des extraits de 

bois afin de caractériser des substrats naturels pour les TvGSTOs et les TvGSTXs. A titre d’exemple, 

dans le cas de TvGSTO1C, les extraits de bois de chêne induisant des effets stabilisateurs pourraient 

être utilisés dans cette stratégie. A cet égard, des expériences d’oxydation d’une banque d’extraits 

provenant de bois d’essences tropicales ont été initiées par l’ingénieur d’études Fanny Saïag, et sont 

actuellement en cours au laboratoire.  
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Figure n°56 : Stratégie de recherche de substrats pour les TvGSTOs en prenant compte la phase I 

d’activation du système de détoxication (H2O2 : peroxyde d’hydrogène, GSH : glutathion, CYP450s : 

cytochromes P450 monooxygénases, DiOxs : dioxygénases, EHs : époxyde hydrolases). 
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Chapitre III : Similarités fonctionnelles entre les glutathion transférases (GSTs) et les 

glycosyltransférases (GTs) 

Au cours de ce projet de thèse, mes principaux résultats ont mis en évidence la fonction ligandine des 

TvGSTOs envers des composés provenant de différentes classes de polyphénols. De façon 

intéressante, aucun substrat naturel conjugué avec une molécule de glutathion n’a pu être observé au 

cours de ces expériences. Au regard de la littérature, l’absence de molécules glutathionylées a pu être 

observée que ce soit dans des tissus fongiques ou végétaux (Ververidis et al., 2007). En revanche, les 

ligands identifiés pendant cette thèse : les benzophénones, les flavonoïdes et les stilbènes sont des 

molécules sujettes à être conjuguées par d’autres enzymes nommées les glycosyltransférases (GTs).  

Les GTs font partie des CAZymes et sont divisées en une centaine de sous-familles (GT1 à GT105, 

http://www.cazy.org/GlycosylTransferases.html.). Au même titre que les GSTs, les GTs sont des 

enzymes impliquées dans la phase II de conjugaison du système de détoxication (notamment les sous-

familles GT1, GT2, GT4, GT8, GT20, GT35, GT39 et GT48). Ces enzymes peuvent également 

intervenir lors des processus enzymatiques de dégradation de la biomasse lignocellulosique 

(Kameshwar, Qin, 2017).  

Dans le cadre du système de détoxication, les glycosyltransférases sont capables de catalyser des 

réactions de glycosylation correspondant à l’ajout d’un groupement glycosidique sur des composés 

toxiques (Kameshwar, Qin, 2017). Par exemple, les GTs de la sous-famille GT1 utilisent un ose 

préalablement et généralement activé par une molécule d’uridine diphosphate formant ainsi un ose 

donneur d’électron. Ce-dernier va être ensuite greffé à des molécules receveuses d’électrons telles que 

des flavonoïdes ou des alcaloïdes par exemple (Figure n°57A) (Hyung Ko et al., 2006).  

De façon intéressante, les GSTs et les GTs partagent des cibles moléculaires communes. Par exemple, 

la ménadione est une molécule pouvant être spontanément glutathionylée par une molécule de 

glutathion pour ensuite, être reconnue par des GSTs à cystéine. A l’inverse, certaines GTs chez 

l’humain, notamment les UDP-glucuronosyltransférases, sont capables de catalyser l’ajout d’un 

glucuronide dans la structure de la ménadione (Nishiyama et al., 2008). D’autre part, chez les plantes, 

au même titre que les GSTs, les GTs sont également impliquées dans les voies de biosynthèse des 

flavonoïdes, en contribuant notamment à leur transport : du cytosol à destination des transporteurs 

présents dans le tonoplaste afin de permettre leur séquestration dans la vacuole (Zhao, 2015). Par 

ailleurs, chez la vigne (Vitis vinifera), il a été montré que l’une de ses glycosyltransférases est capable 

de glycosyler les configurations trans- et cis- du resvératrol (Hall, De Luca, 2007). Par ailleurs, il a été 

observé chez le manguier, qu’une glycosyltransférase (MiCGT) catalyse l’ajout d’une molécule de 

glucose sur une benzophénone : la maclurine afin de produire la mangiférine (Chen et al., 2015).  
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Chez le champignon T. versicolor, l’analyse de génomes a indiqué la présence de 19 gènes codant 

pour des GT1. Comparés à d’autres types trophiques, il apparaît que les gènes codant pour cette sous-

famille sont majoritairement retrouvées chez les champignons de pourriture blanche même si quelques 

exceptions sont possibles (Hebeloma cylindrosporum et Postia placenta) (Figure n°57B).  

Figure n°57 : (A) Schéma de réaction de la glucuronidation (adapté de Ritter et al., 2000). (B) 

Répartition du nombre de gènes codant des UDP-glucuronosyltransférases (GT1) chez différents 

champignons sélectionnés. Les nombres de gènes codant des GT1 ont été récupérés à partir des 

génomes disponibles sur le site du Joint Genome Institute. 

Dès lors, l’étude d’une seconde famille multigénique telle que les glycosyltransférases pourraient 

apporter des informations complémentaires pour déterminer les fonctions physiologiques des GSTs. 

De plus, la similarité des cibles entre ces deux familles d’enzymes laisse à supposer l’existence d’un 

processus de régulation entre elles, dans le traitement de composés toxiques que se soit sous forme 

conjuguée (substrats des GTs) ou non (ligands des GSTs), lors de la phase II du système de 

détoxication.  

Ainsi, le travail mené lors de cette thèse a visé à étudier une famille multigénique d’enzymes, les 

GSTs, chez un champignon décomposeur de bois. Le caractère étendu des familles multigéniques 

souligne les processus adaptatifs mis en place par ces organismes pour survivre dans leur 

environnement. Dans la continuité de ces travaux, l’étude de ces familles permettra de mieux 

comprendre les pressions de sélection qui s’exercent sur ces organismes et leur adaptation à leur 

environnement notamment chimique.  
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Caractérisation biochimique de deux peroxydases sécrétées par Trametes versicolor 

Article n°5: Enzyme activities of two recombinant heme-including peroxidases TvDyP1 and 

TvVP2 identified from the secretome of Trametes versicolor 

Sawsan AMARA, Thomas PERROT, David NAVARRO, Aurélie DEROY, Amine 

BENKHELFALLAH, Amani CHALAK, Marianne DAOU, Didier CHEVRET, Craig B. FAULDS, 

Jean Guy BERRIN, Mélanie MOREL-ROUHIER, Eric GELHAYE and Eric RECORD.  

Applied and Environmental Microbiology. 2018, 84, 8. 

 

Cet article fut le fuit d’une collaboration entre l’UMR 1136 IAM et l’UMR Biodiversité et 

Biotechnologie Fongiques (BBF) de Marseille. Avant mon arrivée au laboratoire IAM, la doctorante 

précédente, Aurélie Deroy, avait réalisé des expériences sur différentes souches de Trametes 

versicolor cultivées en présence de bois de chêne. En collaboration avec le laboratoire BBF, les 

sécrétomes des différentes souches de T. versicolor ont été analysés par une approche de protéomique. 

L’analyse du sécrétome de la souche BRFM 1218 a révélé la présence de plusieurs peroxydases. Parmi 

elles, une peroxydase décolorante de pigments (dye-decolorizing peroxidase, TvDyP1) et une versatile 

peroxydase (TvVP2) furent identifiées. Cet article relate les différentes étapes de clonage, de 

purification de ces deux protéines ainsi que, leurs caractérisations fonctionnelles par des dosages 

d’activités enzymatiques envers des substrats classiques. L’ensemble de ces travaux s’inscrivaient 

dans le cadre du contrat postdoctoral de la chercheuse Sawsan Amara.  

Au cours de ma thèse, j’ai également participé à la caractérisation biochimique de ces enzymes en 

étudiant leur capacité à oxyder deux flavonoïdes (la catéchine et la quercétine), ces deux molécules 

étant retrouvées naturellement parmi les extractibles de bois de chêne.  
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ABSTRACT  

Trametes versicolor is a wood-inhabiting agaricomycete known for its ability to cause strong white-rot 

decay on hardwood and for its high tolerance of phenolic compounds. The goal of the present work 

was to gain insights into the molecular biology and biochemistry of the heme-including class II and 

dye-decolorizing peroxidases secreted by this fungus. Proteomic analysis of the secretome of T. 

versicolor BRFM 1218 grown on oak wood revealed a set of 200 secreted proteins, among which were 

the dye-decolorizing peroxidase TvDyP1 and the versatile peroxidase TvVP2. Both peroxidases were 

heterologously produced in Escherichia coli, biochemically characterized, and tested for the ability to 

oxidize complex substrates. Both peroxidases were found to be active against several substrates under 

acidic conditions, and TvDyP1 was very stable over a relatively large pH range of 2.0 to 6.0, while 

TvVP2 was more stable at pH 5.0 to 6.0 only. The thermostability of both enzymes was also tested, 

and TvDyP1 was globally found to be more stable than TvVP2. After 180 min of incubation at 

temperatures ranging from 30 to 50°C, the activity of TvVP2 drastically decreased, retaining 10 to 

30% of the its initial activity. Under the same conditions, TvDyP1 retained 20 to 80% of its enzyme 

activity. The two proteins were catalytically characterized, and TvVP2 was shown to accept a wider 

range of reducing substrates than TvDyP1. Furthermore, both enzymes were found to be active against 

two flavonoids, quercetin and catechin, found in oak wood, with TvVP2 displaying more rapid 

oxidation of the two compounds. They were tested for the ability to decolorize five industrial dyes, 

and TvVP2 presented a greater ability to oxidize and decolorize the dye substrates than TvDyP1. 
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Trametes versicolor, white-rot fungus, dye-decolorizing peroxidase, versatile peroxidase, class II 

heme peroxidase, fungal secretome 
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IMPORTANCE  

Trametes versicolor is a wood-inhabiting agaricomycete known for its ability to cause strong white-rot 

decay on hardwood and for its high tolerance of phenolic compounds. Among white-rot fungi, the 

basidiomycete T. versicolor has been extensively studied for its ability to degrade wood, specifically 

lignin, thanks to an extracellular oxidative enzymatic system. The corresponding oxidative system was 

previously studied in several works for classical lignin and manganese peroxidases, and in this study, 

two new components of the oxidative system of T. versicolor, one dye-decolorizing peroxidase and 

one versatile peroxidase, were biochemically characterized in depth and compare to other fungal 

peroxidases. 

 

INTRODUCTION 

Basidiomycetous white-rot fungi are unique in the ability to degrade all polymeric components of 

wood and other lignocellulosic substrates. Interest in this group of fungi and their lignocellulolytic 

system has increased because of their biotechnological potential for the biodegradation of various 

recalcitrant and environmental pollutants, including toxic chemicals (1). Thanks to the recent release 

of more than 60 Basidiomycota genomes (2, 3), extensions of gene families encoding plant cell wall-

degrading enzymes have been proposed to be characteristic of wood-decaying Agaricomycetes species 

(2).  

Among white-rot fungi, the basidiomycete Trametes versicolor has often been studied as an efficient 

degrader of wood and possesses a nonspecific extracellular oxidative enzymatic system capable of 

degrading complex polymeric and phenolic materials (4–8). The T. versicolor genome was sequenced 

and revealed a large number of class II peroxidases and laccases, with 26 and 10 putative 

representatives, respectively (3, 9). The laccases (EC 1.10.3.2) are among the most common 

extracellular oxidoreductases secreted by T. versicolor (10). In addition, various heme-including 

peroxidases, mainly manganese peroxidases (MnPs, EC 1.11.1.13) and lignin peroxidases (LiPs, 

EC1.11.1.14), have been reported to be secreted by this fungus (11, 12). A third type of lignin-

modifying peroxidase named versatile peroxidase (VP, EC 1.11.1.16) has been described in fungi of 

the genera Pleurotus and Bjerkandera (13–15). VP is a lignin-modifying peroxidase that has some of 

the catalytic properties of MnP and LiP (16, 17) and is thus capable of oxidizing the typical substrates 

of both MnP (Mn
2
) and LiP (veratryl alcohol [VA]). 

Recently, the secretome of T. versicolor BAFC 2234 grown on tomato juice medium supplemented 

with copper and manganese was analyzed and the secreted lignin-modifying enzymes (a laccase, three 

MnP isoforms, and one VP isoform) were partially purified (18). However, no biochemical 

characterization of the purified peroxidases was carried out. 
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The heme-including peroxidases were traditionally classified on the basis of their sequence similarities 

and structural properties into classes I (prokaryotic and eukaryotic organelle), II (fungus secreted), and 

III (plant secreted) (19). This classification included most of the known heme peroxidases until the 

discovery of new heme-including peroxidase types in the last decades. This resulted in two novel 

superfamilies of fungus-secreted heme-including peroxidases: heme-thiolate peroxidases (HTPs, 

UPOs) (20) and dye-decolorizing peroxidases (DyPs) (20, 21). DyPs constitute a divergent protein 

superfamily distantly related to the catalase-peroxidase superfamily comprising the class I, II, and III 

peroxidases (20). 

A high number of putative DyP sequences are available in protein databases (233 DyP sequences from 

fungal, bacterial, and archaeal genomes [http://peroxibase.toulouse.inra .fr]), and fungal DyPs from 

Bjerkandera adusta (22), Termitomyces albuminosus (23), Marasmius scorodonius (24), Auricularia 

auricula-judae (25), Irpex lacteus (26), Exidia glandulosa, and Mycena epipterygia (27) have been 

purified and enzymatically characterized. Some DyPs present interesting characteristics such as 

resistance to high temperatures (28, 29) and pressures (24) and stability under acidic conditions (25, 

28, 29). Moreover, the catalytic mechanisms of a number of representatives have been described and 

their protein structures have been elucidated (27, 30–32). 

In this work, we studied two peroxidases identified in the secretome of T. versicolor BRFM 

1218 grown on wood-containing medium. These two enzymes were characterized in regard to their 

capacity to oxidize complex substrates and tested for the capacity to decolorize industrial dyes. 
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RESULTS 

Peroxidase selection. The secretome of T. versicolor BRFM 1218 grown on malt agar wood was 

analyzed by using proteomics (Table 1). Among the 200 proteins identified in the secretomes, 21 

peroxidases were identified in the secretome and are listed in the order of relative abundance in Table 

1. TvDyP1 and TvVP2 were selected to study the oxidative system of T. versicolor because (i) they 

represent new peroxidase models, as LiPs and MnPs from T. versicolor were extensively studied in 

previous works; (ii) they are cosecreted with other class II peroxidases, which suggests a physiological 

function important to the fungus; and (iii) of the DyP and VP representatives identified in the 

secretome, they were by far the most abundant.  

 

Table 1: Abundance of peroxidases enzymes in secretomes during growth on malt agar wood 
a
. 

a 
Peptide abundance is indicated by green and yellow shading. Protein models were taken from the JGI 

MycoCosm T. versicolor genome site. nd, not detected. Enzymes selected for the present study are in 

red. 
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Enzyme production and purification.  

(i) TvDyP1 production in a soluble and active form. For heterologous expression of TvDyP1, a 5-

liter culture of E. coli transformants was prepared, resulting in TvDyP1 production as an active 

protein. After a lysis step, the enzyme was purified in two different chromatographic steps. As shown 

by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) monitoring of the 

purification process (Fig. 1A), the soluble fraction (lane 1) from the E. coli cultures was considerably 

enriched in the TvDyP1 (52 kDa) band after the first Mono Q chromatography step. However, several 

other proteins were still present. These contaminating proteins were removed by the second Q-

Sepharose chromatography step. Homogeneous TvDyP1 was obtained (lane 3) with a purification 

yield of 5 mg of protein/5-liter E. coli culture and a Reinheitzahl (Rz) A405/A280 ratio of 2. 

(ii) TvVP2 production as inclusion bodies and in vitro folding and activation. For heterologous 

expression of TvVP2, a 5-liter culture of E. coli transformants was grown and after lysis, a large 

quantity of protein (about 120 mg.liter
1
) was found accumulated in insoluble inclusion bodies (Fig. 

1B, lane 1). In vitro activation of E. coli-expressed TvVP2 was carried out under conditions previously 

optimized for other peroxidases (33), i.e., folding in 50 mM Tris-HCl (pH 9.5) containing 20 M 

hemin, 0.16 M urea, 5 mM Ca
2
, 0.5 mM oxidized glutathione, 0.1 mM dithiothreitol (DTT), and 0.1 

mg.ml
1 

protein for 20 h at room temperature. The mixture was then concentrated, dialyzed, and 

centrifuged, allowing the elimination of folding additives and unfolded protein. TvVP2 was purified 

by a single anion-exchange chromatographic step with a Mono Q column. SDS-PAGE analysis of 

purified TvVP2 shows a single band of protein (lane 2) with a molecular mass of ~ 37 kDa. A 

purification yield of 30 mg of purified and active protein/5-liter E. coli culture with an Rz A405/A280 

ratio of 3 was obtained. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: SDS-PAGE illustrating the production and different purification steps for T. versicolor 

peroxidases produced in E. coli. (A) Two-step purification of TvDyP1. Lanes: 1, E. coli soluble 

fraction containing TvDyP1; 2, first purification step on a Mono Q column; 3, pure DyP obtained after 

Q-Sepharose chromatography; M, protein molecular mass markers. (B) One-step purification of 

TvVP2. Lanes: 1, renatured inclusion bodies; 2, pure TvVP2 obtained after Mono Q column 

chromatography; M, protein molecular mass markers. In panels A and B, the different lanes are from 

different gels that were run for the same period of time. 
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N-terminal sequence and MS analyses. The N-terminal amino acid sequences were analyzed by 

sequential Edman degradation and confirmed the first five residues predicted from the protein 

sequence (Table 2), except for the first amino acid (methionine) of TvDyP1, which was missing. Mass 

spectrometry (MS) analysis (Table 2) showed two major peaks of TvDyP1 at 52,008 and 52,724 Da, in 

agreement with the molecular mass calculated from the amino acid sequence (52,171 Da). A minor 

peak (10%) was recorded at 49,118 Da, which might correspond to the partial degradation of TvDyP1 

during the purification procedure, although a protease inhibitor was added to the lysis buffer. Mass 

spectrometric analysis of TvVP2 (Table 2) showed a major peak corresponding a molecular mass of 

36,375 Da, which is slightly lower than that of wild-type TvVP2 purified from fungal cultures (44.6 

kDa) (18), probably because of the lack of glycosylation machinery in E. coli, but in agreement with 

that calculated from the amino acid sequence (36.25 kDa). 

Table 2: N-terminal sequences and molecular masses of TvDyP1 and TvVP2 from T. versicolor 

produced in E. coli 

 

Enzyme characterization.  

(i) Temperature stability of TvDyP1 and TvVP2.  

The thermostability of TvDyP1 and TvVP2 was examined by measuring the oxidation of 2,2-azinobis 

(3-ethylbenzthiazolinesulfonic acid) (ABTS) after heat treatment of the enzymes at different 

temperatures. Both were found to be sensitive to high temperatures (60 to 70°C), with 80% of their 

activity lost after 30 min of incubation at 60°C, while no activity was measured for the same 

incubation time at 70°C (Fig. 2A and B).  

Similar patterns were observed with both enzymes at temperatures ranging from 30 to 50°C after 30 

min of incubation, with 100 and 80% residual activity of TvDyP1 (Fig. 2A) and TvVP2 (Fig. 2B) 

measured, respectively. Beyond 30 min of incubation, activity decreased drastically, with the greater 

effect on TvVP2 with only 10 to 30% residual activity measured after 180 min of incubation at 

temperatures ranging from 30 to 50°C (Fig. 2B).  

 

 

Characteristic  TvDyP1 TvVP2 

Molecular mass (kDa) 

   Theoretical 52.17 36.25 

   Determined 52.036, 52.714 36.375 

N-terminal sequence 

   Theoretical MSSTVP MVPSA 

   Determined SSTVP MVPSA 
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Under the same conditions, TvDyP1 retained 20 to 80% of its initial activity (Fig. 2A). The thermal 

inactivation profiles of both enzymes (data not shown) showed that they were rather stable, with half-

inactivation temperatures (60 min) of 51.7 and 52.2°C estimated for TvDyP1 and TvVP2, 

respectively. 

 

(ii) Effect of pH on TvDyP1 and TvVP2 activity and stability.  

The effect of pH on TvDyP1 and TvVP2 activities was initially examined with different substrates at 

pHs ranging from 2.0 to 7.5. As shown in Fig. 2C and D, both peroxidases were active at acidic pHs 

ranging from 2.0 to 5.0, although there were some exceptions; i.e., no TvDyP1 activity was recorded 

on VA, Reactive Black 5 (RB5), or Mn2 at any pH tested (Fig. 2C), while maximum TvVP2 activity 

on Mn2 was obtained at pH 7.0 (Fig. 2D). On the other hand, the specific activities and optimum pHs 

of both enzymes differed, depending on the substrates tested. TvVP2 presents a broader substrate 

specificity than TvDyP1, and both enzymes were more active on ABTS than on any other substrate 

(9,892 and 2,074 nkat · mg1 for TvDyP1 and TvVP2, respectively). Oxidation of this substrate 

occurred at similar pHs with both enzymes (3.5 and 3.0 for TvDyP1 for TvVP2, respectively), and 

activities decreased drastically at pHs beyond 4.5.  

Similar pH profiles of TvVP2 oxidation of VA and 2,6-dimethoxyphenol (DMP) were obtained, with 

an optimal pH of 2 to 2.5 and a 40% reduction of activity at pH 3.0. The optimum pH for RB5 

oxidation was also pH 2.5, but in this case, the enzyme lost 75% of its activity at pH 3.0. DMP 

oxidation by TvDyP1 was, however, obtained at an optimal pH of 3.0. Reactive Blue 19 (RB19) 

decolorization by TvVP2 was optimal at pH 3.5. In contrast, the highest optimal pH of 7.0 was 

observed for Mn2 oxidation.  

The pH stability of TvDyP1 was studied by incubating the enzyme at pHs 2 to 6 at 4°C. As the protein 

was very stable in relation to pH, only results for 24 and 48 h of incubation are shown (Fig. 2E). The 

enzyme was found to be very stable at all of the pHs studied, since it retained 90% of its initial activity 

even after 48 h of incubation. For TvVP2 stability, shorter incubation times (30, 60, 120, and 180 min) 

were tested since the enzyme was more sensitive to pH (Fig. 2F). At acidic pHs (2 to 2.5), the enzyme 

was totally inactivated after the first 30 min of incubation at pH 2.0 and after 2 h of incubation at pH 

2.5. At pHs ranging from 3.0 to 4.5, TvVP2 retained 50 to 70% of its initial activity after 3 h of 

incubation at 4°C. A more stable profile pattern of TvVP2 was observed at pHs 5.0 to 6.0, with 80% 

residual activity remaining after 3 h of incubation. 
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Figure 2: Physicochemical characterization of recombinant enzymes. The thermal stability of TvDyP1 

(A) and TvVP2 (B) from T. versicolor produced in E. coli was determined Residual activities were 

estimated after 30, 60, 120, and 180 min of incubation at temperatures ranging from 30 to 70°C and 

referred to the activity measured immediately after addition of the enzyme. The optimal pHs for the 

oxidation of ABTS (5 mM), DMP (20 mM), RB5 (30 M), RB19 (200 M), VA (20 mM), and Mn
2 

(10 

mM) in 0.1 M tartrate buffer by TvDyP1 (C) and TvVP2 (D) from T. versicolor produced in E. coli 

were determined. The pH stability of TvDyP1 (E) and TvVP2 (F) from T. versicolor produced in E. 

coli was determined. Residual activities were calculated after 24 or 48 h of incubation for TvDyP1 or 

after 30, 60, 120, and 180 min for TvVP2 at pH 2 to 6 in 0.1 M tartrate and referred to the activity 

measured immediately after addition of the enzyme. Each data point (mean standard deviation) is the 

result of triplicate experiments. 
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(iii) Catalytic properties.  

TvDyP1 and TvVP2 were tested on six representative substrates, and the kinetic constants obtained are 

shown in Table 3. Significant differences between the two peroxidases were observed. Of the six 

substrates tested, TvDyP1 exhibited an affinity for only three, ABTS, DMP, and RB19 (Km, 37.8 to 

292.6 M), while no activity was detected on RB5, VA, or Mn
2
. As observed for other fungal DyPs, the 

highest turnover value of TvDyP1 from T. versicolor was found for ABTS (kcat, 581.1 s
1
), followed by 

DMP (kcat, 87.4 s
1
) and the anthraquinone dye RB19 (kcat, 23.8 s

1
) (28). TvVP2 was found to possess 

an affinity for the six substrates, with the highest for RB5 and RB19. The oxidation of the low-redox-

potential dye ABTS by TvVP2 was found to be lower (kcat, 79.2 s
1
) than that by TvDyP1 (Table 4). 

Moreover, TvDyP1 presented a slightly higher apparent affinity for ABTS than TvVP2 (Km, 292.2 and 

415 M, respectively), with an even better kcat (582 and 79.2 s
1
, respectively); consequently, TvDyP1 

was 10-fold more efficient than TvVP2 on this substrate (kcat/Km, 1,989.4 and 190.8 s
1 

mM
1
, 

respectively). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3: Kinetic constants
a
 of oxidation of different aromatic and nonaromatic dyes by TvDyP1 and 

TvVP2 from T. versicolor produced in E. coli. 
a
Km, µM; kcat, s-1; kcat/Km, s-1. mM-1. 

 

Substrate and parameter TvDyP1 TvVP2 

ABTS 
Km 292.6 ± 50.24 415 ± 42 
kcat 582.1 ± 0.05 79.2 ± 2 
kcat/Km 1,989.4 190.8 
pH 3.5 3.0 

RB5  
Km 0 10.2 ± 0.9 
kcat 0 26.8 ± 0.86 
kcat/Km 0 2,640 
pH 2.0–5.0 2.5 

DMP 
Km 1,026 ± 78.52 2,597 ± 196 
kcat 87.4 ± 0.08 13.8 ± 0.24 
kcat/Km 85.2 5.3 
pH 3.0 2.5 

RB19 
Km 37.8 ± 3.34 31.2 ± 3.13 
kcat 23.8 ± 0.62 19.2 ± 0.63 
kcat/Km 629.6 615.4 
pH 4.0 3.5 

VA 

 Km 0 9,995 ± 1,279 
kcat 0 31.2 ± 1.5 
kcat/Km 0 3.1 
pH 2.0–5.0 2.0 

Mn2+ 
Km 0 958.5 ± 66 
kcat 0 22.6 ± 0.33 
kcat/Km 0 23.6 
pH 4.0–7.0 7.0 
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Table 4: Decolorization of industrial dyes by TvDyP1 and TvVP2
a
 

a
Decolorization was determined after 1 h of incubation at pHs 2.5, 3, and 3.5 at 37°C. Symbols: -, no 

decolorization, +, 30% of minimum decolorization; ++, 75% of minimum decolorization. 

 

(iv) Effect of H2O2.  

Peroxidases tend to lose activity in the presence of H2O2 through a mechanism-based process known as 

suicide inactivation (34). The optimum H2O2 concentration for TvDyP1 and TvVP2 depended on the 

substrate used (Fig. 3). Optimal H2O2 concentrations of 0.25 and 0.5 mM were obtained with ABTS as 

a substrate for TvVP2 and TvDyP1, respectively. Then the activity decreased gradually to 30% 

residual activity fof both enzymes at 5.0 mM H2O2. Interestingly, TvVP2 displayed significant activity 

in the absence of H2O2 at 7.5% of its maximal activity. 

Figure 3: Effect of H2O2 on the activities of recombinant TvDyP1 (A) and TvVP2 (B). Activities 

were determined under standard assay conditions at the optimal pH for each enzyme (3.0 for TvVP2 

and 3.5 for TvDyP1) in the presence of H2O2 (0 to 5 mM). Each data point (mean standard deviation) 

is the result of triplicate experiments. 

 

 

Dye TvDyP1 TvVP2 

AB ++ ++ 
BB - + 
RB5 - + 
DB - - 
VG - - 
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(v) Oxidation of flavonoids by peroxidases.  

The capacity of both peroxidases to oxidize catechin (CAT) and quercetin (QUE), which are 

extractable from oak wood (35), was investigated. TvVP2, in the presence of hydrogen peroxide (0.1 

mM), altered the 250- to 600-nm absorbance spectra of CAT recorded every 60 s over a 4-min period, 

while the modification of absorbance by TvDyP1 was weaker in the 400-nm region of the spectrum 

(Fig. 4A and B; Fig. S1 and S2A and B). A major increase in optical density at around 400 nm was 

observed, suggesting the formation of quinones (36). The same approach was used with QUE (Fig. 

S3). In this case, incubation of the flavonoid with both peroxidases in the presence of hydrogen 

peroxide led to strong modification of the observed spectra, in particular, a decrease of the 370 nm 

peak (Fig. 4C and D; Fig; S4A and B). As observed for CAT (Fig.S2C and D), the observed 

modification induced by TvVP2 seemed to be greater than that induced by TvDyP1 (Fig. S4C and D). 

Interestingly, the UV spectrum of QUE oxidation by TvVP2 showed a small increase in absorption at 

around 290 nm, which was not detected after oxidation by TvDyP1.  

Figure 4: Changes in absorbance over 30 min during the oxidation of CAT (10 M) and QUE (10 M) 

by peroxidases. (A) Oxidation of CAT (10 M) by TvDyP1 alone (0.2 M), purple; oxidation of CAT 

(10 M) by TvDyP1 (0.2 M) with H2O2 (1 mM), blue. (B) Oxidation of CAT (10 M) by TvVP2 alone 

(0.2 M), purple; oxidation of CAT (10 M) by TvVP2 (0.2 M) with H2O2 (1 mM), blue. The curve for 

CAT oxidized by TvDyP1 alone has been rearranged to begin at the same point as the other curves. (C) 

Oxidation of QUE (10 M) by TvDyP1 alone (0.2 M), purple; oxidation of QUE (10 M) by TvDyP1 

(0.2 M) with H2O2 (1 mM), blue (D); oxidation of QUE (10 M) by TvVP2 alone (0.2 M), purple; 

oxidation of QUE (10 M) by TvVP2 (0.2 M) with H2O2 (1 mM), blue. O.D., optical density. 
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This absorption band could match the production of 3,4-dihydroxybenzoic acid (37). Using reverse 

chromatography to analyze the reactional mixtures, we noticed that the CAT signal was dramatically 

decreased or lost after oxidation by TvDyP1 and TvVP2, respectively (data not shown). Nevertheless, 

no additional peaks were observed in chromatograms, suggesting that the quinones polymerized, and 

their detection was not possible by this method. The production of insoluble brown compounds was 

indeed observed, preventing any further characterization by chromatographic steps. 

(vi) Decolorization of industrial dyes.  

To study the abilities of TvDyP1 and TvVP2 to oxidize complex substrates, five industrial dyes were 

selected from different usages and chemical structures (acidic, basic, reactive, vat, and disperse dyes). 

As shown in Table 4, both peroxidases were active on Acid Black 172 (AB) dye, with a slightly higher 

decolorization percentage for TvVP2 than for TvDyP1. Regarding the other dyes, TvVP2 presented a 

wider range of action since it was also active on Basic Blue 41 (BB) and Reactive Black (RB). 

 

DISCUSSION 

In the present study, T. versicolor was selected among diverse wood-inhabiting Agaricomycetes 

because of its ability to cause a strong white rot on hardwood and the strain BRFM 1218 was 

cultivated in the presence of oak sapwood. Several peroxidases were identified by proteomic analysis, 

and two peroxidases, TvDyP1 and TvVP2, were selected for functional characterization, including 

biochemical characterization, and testing for decolorization of industrial dyes. In this context, we 

report the production and purification of TvDyP1 from T. versicolor. We used a previously described 

approach consisting of DyP production in a soluble and active form (28). Similar protein production 

yields were reached with the two Pleurotus ostreatus DyP isoforms PoDyP1 and PoDyP4 (6.3 and 

11.7 mg/9 liters of E. coli culture, respectively). PoDyP4, sharing 52% amino acid sequence identity 

with T. versicolor TvDyP1, presents the highest-identity sequence. DyP from Bjerkandera adusta, 

incorrectly named Thanatephorus cucumeris (38), was the first DyP heterologously expressed as an 

active and soluble enzyme in both Aspergillus oryzae (39) and E. coli (40) after laborious purification 

steps, giving a limited biochemical characterization of two isoforms, named DyP2 and DyP3 (41). 

To produce TvVP2 from T. versicolor, we used the same expression protocol as for TvDyP1. 

However, attempts to get the TvVP2 peroxidase as a soluble and active enzyme failed even after 

optimization assays (data not shown). Therefore, the protein was first produced as inclusion bodies 

and then the enzyme was recovered and activated in vitro in accordance with the previously optimized 

protocol for other VPs (28, 33, 42). Although native TvVP2 was previously purified from the 

secretome of T. versicolor grown on tomato juice medium, a very low yield of protein was obtained 

and no biochemical characterization was performed (18). 
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In agreement with their different phylogenetic origins, T. versicolor TvDyP1 and TvVP2 differed 

significantly in kinetics and stability. Compared to other DyPs, T. versicolor TvDyP1, together with B. 

adusta native DyP (40) and PoDyP4, was more thermostable than the previously described fungal 

DyPs, as well as TvVP2. TvDyP1 was, however, less thermostable than B. adusta DyP, which retains 

92% of its initial activity after incubation at 60°C for 60 min (40). 

TvDyP1 was found to be stable over a large range of pHs, with an optimal activity at acidic pH. This 

stability pattern was similar to that observed in other fungal DyPs, being 80% stable after 24 h at pH 2 

(28, 29). However, TvVP2 was more sensitive to acidic pH and was more stable at pH 5 to 6. In 

comparison, VP from Pleurotus eryngii has a rather close behavior, (43), and this relatively low 

observed pH stability of fungal peroxidases is a drawback in their industrial application (33). 

Therefore, the pH stability of PoVP was improved by direct mutagenesis (43). 

The pH optima of TvDyP1 and TvVP2 were found to be similar to those previously described for 

PoDyP1 and PoDyP4, with an optimum at pH 3 to 4 for the phenolic and dye substrates and a higher 

optimum pH of 4.5 for Mn
2
, suggesting the involvement of deprotonated acidic residues in the latter 

activity (28).  

Related to the substrate specificity of fungal class II peroxidases such as DyPs and VPs, acidic 

conditions are required for the optimum oxidative activity of the enzyme, with an even more acidic 

optimum pH of 3 in the case of nonphenolic aromatic substrates such as VA. In the same way, the 

optimum pH for VA oxidation by TvVP2 was found to be 2, while TvDyP1 was unable to oxidize this 

substrate. This substrate is either not (29) or poorly (26) oxidized by other fungal DyPs. A similar 

pattern was previously reported for B. adusta DyP, with an acidic optimum pH of 3.2 obtained with all 

of the substrates tested, as well as an absence of activity on VA (41, 43). 

The specificity of the two recombinant enzymes was discriminated on five substrates, including dyes, 

aromatics, and nonaromatics (Table 4). Under our conditions, TvVP2 was demonstrated to be more 

versatile than TvDyP1. Considering the kinetic properties, TvVP2 displayed a low affinity for VA (Km, 

9,995 M). This low affinity was similar to that reported for PoVP isoenzyme 2 (33) but lower than 

those reported for well-characterized lignin-modifying class II peroxidases, being 2- to 6-fold lower 

than that of PoVP isoenzymes 1 and 3 (33); VP, LiP1, and LiP2 from Ceriporiopsis subvermispora 

(44); and VPs from P. eryngii (45). The low-redox-potential substrate ABTS is also oxidized with 

high efficiency by TvDyP1 and in general by DyPs and to a lesser extent by TvVP2; however, Mn
2 
was 

only oxidized by TvVP2 at a very low efficiency compared to that of previously characterized VPs 

(17, 28, 33, 43). Mn
2 

is generally not oxidized by DyPs, although it has been reported that two DyPs 

from P. ostreatus exhibited Mn
2
-oxidizing activity, which was especially significant for PoDyP4 (near 

200 s
1 
mM

1 
(28). The catalytic efficiency of TvVP2 for Mn

2 
oxidation was dramatically lower than that 

of fungal lignin-modifying peroxidases, including VPs and MnPs from P. ostreatus (28, 44) and VPs 

from C. subvermispora (44) and P. eryngii (45).  



Annexe – Article n°5 

 

328 

 

The high-redoxpotential dye RB5, which is a typical VP substrate, was found to be not or poorly 

oxidized by TvDyP1and DyPs from other fungi, with the exception of the two DyPs from A. auricula-

judae and P. ostreatus (26, 28, 29). Unlike TvDyP1 but similar to what has been previously reported 

for VPs from P. ostreatus (33) and P. eryngii (45), RB5 was very efficiently oxidized by TvVP2 

(kcat/Km, 2,640 s
1 

mM
1
). In fact, TvVP2 presented the greatest apparent affinity for both high-redox-

potential dye substrates RB5 and RB19 (Km, 10.2 and 31.2 M, respectively). TvDyP1 was also able to 

oxidize RB19 (Km, 37.8 M), a typical DyP substrate, very similarly to TvVP2 (Km, 31.2 M). Both 

enzymes presented similar catalytic efficiencies (kcat/Km, 629.6 and 615.4 s
1 
mM

1
) on this substrate that 

are slightly higher than those previously reported for P. ostreatus peroxidases PoDyP1 and PoVP2 

(kcat/Km, 113 and 495 s
1 

mM
1
, respectively [28]) but 3- to 10-fold lower than those obtained with P. 

ostreatus peroxidases PoDyP4 and PoVP1 (kcat/Km, 1,860 and 3,220 s
1 

mM
1
, respectively [28]) and 

wild type and E. coli-expressed A. auricula-judae DyP (kcat/Km, 3,600 and 2,400 s
1 

mM
1
, respectively 

[29]). 

Regarding DMP oxidation, TvDyP1 was 16-fold more efficient than TvVP2 because of its 2.5-fold 

lower Km and 6-fold higher kcat. However, both peroxidases presented lower activity on this phenolic 

substrate than other well-characterized peroxidases, including LiPs and MnPs (28, 44).  

Oxidation of this particular substrate by A. auricula-judae DyP (29) and PoVPs (33) previously 

showed biphasic (sigmoidal) kinetics, enabling the calculation of two sets of kinetic constants. This 

behavior, as well as other substrate specificities, was explained by computational spectroscopic and 

site-directed mutagenesis studies of A. auricula-judae DyP that revealed the existence of more than 

one oxidation site with different turnover values and substrate affinities (30). In the present study, 

similar patterns were not obtained with any substrate tested with both enzymes. 

During wood degradation, T. versicolor has to cope with many compounds, including terpenes and 

flavonoids. We observed that both of the peroxidases investigated in this study can oxidize flavonoids 

such as CAT and QUE, compounds known to be oxidized by various oxidases and peroxidases (36, 

46–48). Under the conditions used in our experiments, TvVP2 was more active than TvDyP1 on both 

of these flavonoids. Both peroxidases induced a large modification of the CAT absorbance spectrum, 

in particular an increase in absorbance at 400 nm. This spectrum modification could correspond to the 

formation of two quinone groups on the B ring (46). In addition, this oxidation could lead to polymers 

that are not detectable by high-performance liquid chromatography (HPLC). Concerning QUE, TvVP2 

induced both the appearance of an absorbance peak at 290 nm and a decrease in absorbance at 370 nm. 

In contrast the increase in absorbance at 290 nm was not detected in the case of oxidation by TvDyP1, 

suggesting another mechanism of oxidation. For instance, QUE has been shown to be a substrate of 

several peroxidases/oxidases, with the formation of quinones on different sites (47, 48). 

Considering potential applications for these two peroxidases, the ability to decolorize representatives 

of the main dye families used in industry was tested, revealing that, globally, TvVP2 presented a wider 

range of action than TvDyP1 and potential for this application.  
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The two T. versicolor enzymes showed diverse properties, confirming the contribution of biodiversity 

screening to the discovery of new biocatalysts. To go further in this research, future directed-

mutagenesis experiments and crystallographic studies using the TvDyP1 and TvVP2 heterologous 

expression system developed here will be set up to explain enzyme substrate specificities and develop 

more robust enzymes for biotechnological applications. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Materials. DTT, lysozyme, glutathione, hemin, DMP, VA, RB19, CAT hydrate (98% pure; molecular 

weight [MW], 290.27), QUE (95% pure; MW, 302.24), hydrogen peroxide solution (50% [wt/wt] in 

water, stabilized), reduced L-glutathione (98% pure; MW, 307.32), and dibasic sodium phosphate 

(99% pure; BioReagents) were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany); isopropyl--D-

thiogalactopyranoside (IPTG) was from Calbiochem (Meudon, France); ABTS was from Boehringer 

Mannheim (Saint-Quentin Fallavier, France); and sodium phosphate monobasic dehydrate was 

obtained from Euromedex (Souffelweyersheim, France). The industrial dyes AB, RB5, Disperse Blue 

79 (DB), BB, and Vat Green 1 (VG) were supplied by the SETAS Company (Tekirdag˘, Turkey). 

Strain and growth medium. The dikaryon T. versicolor was deposited in the CIRM-CF collection 

under no. BRFM 1218. T. versicolor BRFM 1218 was collected on oak (Quercus pubescens) in Goult 

(Vaucluse, France). To confirm the morphological identification, molecular identification by internal 

transcribed spacer (ITS; ITS1, ITS2, and 5,8S rRNA) sequencing was performed. The sequence was 

compared by similarity analysis (blastn) to those in GenBank and FunGene-DB (49), and it 

corresponded unequivocally to the species T. versicolor. The fungus was grown on 4% malt extract 

agar medium, and three oak sapwood wood blocks (25 by15 by 5 mm) were then placed on the grown 

mycelium after 2 weeks of incubation. The blocks were dried for 48 h at 103°C before use. Incubation 

was carried out at 25°C in the dark. Oak blocks colonized for 1 month were removed carefully from 

the agar plates, and the mycelium surrounding the blocks was excised. The secretome was extracted by 

soaking the wood chips in potassium acetate buffer (100 mM, pH 4.5) for 120 min at room 

temperature. The secretome obtained was stored at 20°C before further analysis. The total amount of 

proteins was assessed with the Bradford assay (Protein Assay Dye Reagent Concentrate; Bio-Rad, 

Ivry, France) with bovine serum albumin standard concentrations that ranged from 0.2 to 1 mg · ml
1
. 

Proteomic analysis of the secretome. Short SDS-PAGE runs (precast 4 to 12% Bis-Tris minigels; 

Invitrogen, France) were performed, allowing proteins diafiltered from the secretome (15 g) to migrate 

on a 0.5-cm length, and gels were stained with Coomassie blue (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, 

France). Each gel electrophoresis lane was cut into two slices (2 mm wide), and protein identification 

was performed by the PAPPSO (Plate-forme d’Analyze Protéomique de Paris Sud-Ouest) platform 

facilities. In-gel digestion was carried out in accordance with a standard trypsinolysis protocol.  
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Gel pieces were washed twice with 50% (vol/vol) acetonitrile (ACN)–25 mM NH4CO3 and incubated 

in the presence of 10 mM DTT for 1 h at 56°C. After cooling, the supernatant was removed and the 

samples were incubated with 55 mM iodoacetamide at room temperature in the dark. Gel plugs were 

washed with ACN and then dried in a vacuum concentrator (Thermo Fisher Scientific, Villebon sur 

Yvette, France). Digestion was performed for 8 h at 37°C with 200 ng of modified trypsin (Promega, 

Charbonnières-les-Bains, France) dissolved in 25 mM NH4CO3. Tryptic peptides were extracted first 

with 50% (vol/vol) ACN–0.5% (vol/vol) trifluoroacetic acid (TFA) and then with pure ACN.  

Peptide extracts were dried in a vacuum speed concentrator (Thermo Fisher Scientific, Villebon sur 

Yvette, France) and suspended in 25 l of 2% (vol/vol) ACN–0.05% (vol/vol) TFA–0.08% (vol/vol) 

formic acid. HPLC was performed on a NanoLC-Ultra system (Eksigent, Les Ulis, France). Tryptic 

digestion products were first concentrated and desalted on a precolumn cartridge (PepMap 100 C18, 0.3 

by 5 mm, Dionex; Thermo Fisher Scientific) with 0.1% formic acid at 7.5 l min
1 

for 3 min. The 

precolumn cartridge was connected to the separating column (C18, 0.075 by 15 cm; Biosphere 

Nanoseparations, Nieuwkoop, The Netherlands), and the peptides were eluted with a linear gradient of 

5 to 35% ACN in 0.1% formic acid for 40 min at 300 nl · min
1
. On-line analysis of peptides was 

performed with a Q-exactive mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, United States) with a 

nanoelectrospray ion source. Ionization (1.8-kV ionization potential) was performed with a stainless-

steel emitter (30-m inner diameter; Thermo Electron, Villebon sur Yvette, France). Peptide ions were 

analyzed with Xcalibur 2.1 software (Thermo Scientific, Villebon sur Yvette, France) with the 

following data-dependent acquisition steps: step 1, full MS scan (mass-to-charge ratio [m/z] 400 to 

1,400; resolution, 70,000); step 2, tandem MS (MS/MS; normalized collision energy, 30%; resolution, 

17,500). Step 2 was repeated for the eight major ions detected in step 1. Dynamic exclusion was set to 

40 s. The raw mass data were first converted to mzXML format with the ReAdW software (SPC 

Proteomics Tools, Seattle, WA). Protein identification was performed by querying the MS/MS data 

against databases, together with an in-house contaminant database, with the X!Tandem software 

(X!Tandem Cyclone, Jouy en Josas, France) and the following parameters: one trypsin missed, 

cleavage allowed, alkylation of cysteine, conditional oxidation of methionine, and precursor and 

fragment ion set at 2 ppm and 0.005 Da, respectively. A refined search with similar parameters was 

added, except that semitryptic peptides, possible N-term acetylation, and histidine mono- and 

dimethylations were also searched. All peptides matched with an E value of 0.05 were parsed with 

X!Tandem pipeline software. Proteins identified with at least two unique peptides and a log E value of 

2.6 were validated. 
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Gene synthesis. The mature protein-coding sequences of a DyP and a VP (GenBank accession 

numbers 19415892 and 19412643 encoding the proteins with Joint Genome Institute [JGI] protein ID 

no. 48870 and 26239 from T. versicolor (FP-101664 SS1, corresponding to TvDyP1 and TvVP2, 

respectively) were synthesized by GeneArt Gene Synthesis (Life Technologies, Germany) after codon 

optimization for E. coli expression. 

TvDyP1 production in E. coli. The TvDyP1 coding sequence was cloned into the pET23b(+) vector 

(Novagen, Darmstadt, Germany), and the resulting plasmid (pET23b-TvDyP1) was used for 

expression in E. coli BL21(DE3) (Invitrogen, GeneArt, Regensburg, Germany). Cells were grown for 

3 h at 37°C in terrific broth (TB) containing 100 g · ml
1 

ampicillin, induced with 1 mM IPTG, and 

grown further for 48 h at 16°C in the presence of 20 M hemin. Cells were harvested by centrifugation 

at 8,000 rpm for 10 min at 4°C.  

The bacterial pellet was resuspended in 100 ml of lysis buffer (20 mM Tris-HCl [pH 8.0] containing 1 

mM EDTA and 5 mM DTT) supplemented with lysozyme (Sigma-Aldrich) at 2 mg · ml
1
, DNase I, 

and a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). After 1 h of incubation, 

cells were sonicated and then centrifuged at 12,000 rpm for 30 min to remove cell debris. The 

resulting supernatant was dialyzed first against 20 mM acetate, pH 4.3, and then further dialyzed 

against 20 mM Tris, pH 7.5. Insoluble material was removed after each dialysis step (12,000 rpm for 

10 min). TvDyP1 was purified with an ÄKTA Express purification system (GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Uppsala, Sweden) in two consecutive steps. First, the TvDyP1 solution was loaded onto 

a 1-ml Mono Q 5/50 GL column (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) in 20 mM Tris 

(pH 7.5) buffer at a flow rate of 1 ml · min
1
. After column washing with the buffer described above, 

two successive linear NaCl concentration gradients (0 to 0.15 and 0.15 to 0.5 M NaCl) were applied 

for 20 and 10 min, respectively. 

Peroxidase activity was monitored by measuring ABTS oxidation in the presence of H2O2 as described 

below. The active fractions were pooled, dialyzed against 20 mM Tris (pH 7.5), and loaded into a 20-

ml Q-Sepharose column (GE Healthcare Bio-Sciences AB) in the same buffer at a flow rate of 1 ml · 

min
1
. Proteins were then eluted with a 0 to 0.5 M NaCl gradient for 20 min. TvDyP1 purification was 

checked by SDS-PAGE in a 12% gel stained with Coomassie brilliant blue R-250 (Sigma). The 

electronic absorption spectrum of the purified enzyme was recorded with an Agilent 8453 diode array 

UV-visible spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). 

TvVP2 production in E. coli. The TvVP2 coding sequence was cloned into the pET23b(+) vector 

(Novagen), and the resulting plasmid (pET23b-TvVP2) was used for expression in E. coli BL21(DE3) 

(Invitrogen). Cells were grown for 3 h at 37°C in TB containing 100 g · ml
1 
ampicillin, induced with 1 

mM IPTG, and grown for 4 h. TvVP2 accumulated in inclusion bodies, as observed by SDS-PAGE, 

and was solubilized with 8 M urea.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/19415892
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/19412643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/48870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/26239
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In vitro refolding was performed in 0.16 M urea–5 mM Ca
2
–20 M hemin–0.5 mM oxidized 

glutathione–0.1 mM dithiothreitol, –0.1 mg.ml
1 
protein at pH 9.5 as previously described (28). 

TvVP2 was purified by a one-step chromatographic procedure with an ÄKTA Express purification 

system (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) and a Mono Q 5/50 GL column (GE 

Healthcare Bio-Sciences AB) with a 0 to 0.5 M NaCl gradient (1 ml · min
1
, 40 min) in 10 mM tartrate 

(pH 5.5) containing 1 mM CaCl2. 

N-terminal sequencing and MS. To determine the N-terminal sequence of the purified peroxidases 

and those of the fragments generated by partial proteolysis, the protein material was subjected to 

protein sequence analysis on an Applied Biosystems 476A sequencer by the proteomic platform of the 

Institut de Microbiologie de la Méditerrranée, CNRS, Aix-Marseille Université. Matrix-assisted laser 

desorption ionization–time of flight MS of samples was carried out on a Microflex II time of flight 

mass spectrometer (Bruker Daltonik, Germany). 

Optimum pH determination. The optimal pH for substrate oxidation by each of the two T. versicolor 

peroxidases was determined by measuring the enzymatic activity with saturating concentrations of 

RB5 (30 M), RB19 (200 M), ABTS (5 mM), DMP (20 and 60 mM for TvVP2 and TvDyP1, 

respectively), VA (20 mM), and Mn
2 
(10 mM) in 0.1 M tartrate buffer as described below. 

Peroxidase kinetic studies. The kinetic constants of T. versicolor TvDyP1 and TvVP2 were estimated 

from the absorbance changes observed during substrate oxidation at the optimal pH at 30°C in a 

Uvikon XS spectrophotometer (BioTek Instruments, Colmar, France) (29). Depending on the 

substrate, different concentrations of H2O2 were added to initiate the reaction. Oxidation of ABTS was 

determined by measuring the generation of its cation radical (ε436 = 29,300 M
1
.cm

1
). RB5 and RB19 

oxidation was monitored for colorant disappearance (ε598 = 30 mM
1
.cm

1 
and ε595 = 10 mM

1
.cm

1
, 

respectively). Oxidation of Mn
2 

was determined by monitoring Mn
3
-tartrate complex (ε238 = 6.5 

mM
1
.cm

1
) formation. VA oxidation was determined for veratraldehyde (ε310 = 9.3 mM

1
.cm

1
) 

formation. DMP oxidation was monitored for dimeric coerulignone (ε469 = 55 mM
1
.cm

1
). All 

enzymatic activities were measured as initial velocities taking linear increments (decreases for RB5 

and RB19). Mean apparent affinity constant (Michaelis constant, Km) and enzyme turnover (catalytic 

constant, kcat) values and standard errors were obtained by nonlinear least-squares fitting to the 

Michaelis-Menten model. Fitting of these constants to the normalized Michaelis-Menten equation 

(kcat/Km)[S]/(1[S]/Km) yielded enzyme efficiency values (kcat/Km) with their standard errors. 

pH stability studies. To study the effect of pH on T. versicolor peroxidase stability, the enzymes were 

incubated in 0.1 M tartrate buffer at pH 2 to 6 and kept at room temperature for different time periods. 

Residual activities were measured after 1 min of incubation (to evaluate the initial survival of the 

enzyme at each pH) and 30, 60, 120, and 180 min of incubation for TvVP2 and 24 and 48 h for 

TvDyP1.  



Annexe – Article n°5 

 

333 

 

The activity obtained with the sample incubated for 1 min at pH 5 was taken as a reference (maximum 

activity). Activity was determined by oxidation of a saturating concentration of ABTS in 0.1 M tartrate 

at the optimal pH of each enzyme (3.0 for TvVP2 and 3.5 for TvDyP1) under the conditions described 

above. 

Thermal stability studies. To study the thermal stability of T. versicolor peroxidases, the enzymes 

were incubated in 0.1 M tartrate buffer (pH 5.0) over a range of 25 to 70°C. Residual activity was 

determined after 1, 30, 60, 120, and 180 min after a cooling step on ice.  

The activity of the enzyme incubated at 4°C was taken as a reference (maximum activity) to calculate 

the percentage of residual activity at any time. 

Effect of hydrogen peroxide. The effects of different H2O2 concentrations on peroxidase activity 

were determined under standard assay conditions at the optimal pH for each enzyme (3.0 for TvVP2 

and 3.5 for TvDyP1). 

Natural plant molecule (CAT and QUE) oxidation by peroxidases. Oxidation of CAT hydrate and 

QUE was determined at room temperature by analyzing the spectra of both flavonoids between 250 

and 600 nm. Additional kinetic experiments were conducted by determining the absorbance at 400 and 

370 nm, corresponding to the characteristic peaks of CAT hydrate and QUE, respectively. These 

experiments were carried out with a Cary 50 spectrophotometer (Agilent Technologies). CAT and 

QUE were used at 20 and 10 M, respectively. For both compounds, reactions were carried out in 100 

mM phosphate buffer (pH 5.8). For some conditions, CAT and QUE were incubated in the presence of 

1 mM H2O2. For these assays, the concentration of the peroxidases tested was 0.2 M. 

Industrial dye decolorization by peroxidases. To test the abilities of peroxidases to decolorize 

industrial dyes, five dyes, AB, RB5, DB, BB, and VG, were selected. Dyes were kindly provided by 

the SETAS Company (Çerkezköy, Turkey). They were prepared from either powder dyes, i.e., AB 

(0.005% [vol/vol]), RB (0.005% [vol/vol]), and DB (0.01% [vol/vol]), prepared in 0.1 M sodium 

tartrate buffer (pHs 2.5, 3.0, and 3.5) or liquid dyes, i.e., BB (0.002% [vol/vol]) and VG (0.01% 

[vol/vol]), in each buffer (pHs 2.5, 3.0, and 3.5). Enzymatic dye decolorization capacity was assayed 

in 96-well microplates by adding 2 l of H2O2 and 0.4 g of enzyme to 200 l of dye solution in sodium 

tartrate buffer at pHs 2.5, 3, and 3.5. Two controls were performed under the same conditions without 

H2O2 or without enzyme. The decolorization of AB, RB5, DB, BB, and VG was measured at 37°C at 

wavelengths of 560, 610, 530, 610, and 640 nm, respectively. Percent decolorization was calculated 

with the following formula: % decolorization [(Abs t0  - Abs t)/Abs t0] x 100. 

Accession number(s). The ITS sequence obtained in this study was deposited in GenBank under 

accession number MG554226. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG554226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG554226
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Résumé :   Les champignons décomposeurs du bois jouent un rôle important dans le cycle du carbone en 

participant notamment au recyclage de la matière organique. Outre leur aptitude à minéraliser la biomasse 

lignocellulosique, ces organismes ont la capacité de dégrader des molécules potentiellement toxiques libérées 

lors de ce processus. Leur système de détoxication comprend différentes familles multigéniques dont les 

glutathion transférases. Ces enzymes ubiquitaires, sont regroupées en différentes classes dans le règne fongique, 

certaines d’entre elles étant étendues chez ces champignons. Dans ce contexte, l’objectif principal de cette thèse 

consistait à appréhender les fonctions des glutathion transférases de la classe Omega (GSTOs) étendue chez 

Trametes versicolor, un champignon de pourriture blanche. Une approche biochimique et structurale a été menée 

sur neuf protéines produites de façon recombinante. Dans un premier temps, une caractérisation enzymatique de 

ces isoformes a été réalisée à l’aide de substrats synthétiques montrant une similarité des propriétés catalytiques. 

Puis, à partir d’une banque de molécules pures et de mélanges complexes issus de différentes essences 

forestières, une méthode de screening à haut débit a permis d’identifier des ligands potentiels de ces enzymes. La 

résolution de la structure tridimensionnelle de trois isoformes a démontré l’état homodimérique de ces protéines 

et l’implication de deux sites de fixation dans la reconnaissance de ces ligands : le site H (présent dans chaque 

monomère) et le site L (à l’interface du dimère). Par exemple, l’isoforme TvGSTO3S est capable de fixer dans 

son site H plusieurs hydroxybenzophénones, mais également un flavonoïde, la dihydrowogonine. Dans ce 

dernier cas, cette interaction avec un ligand naturel issu d’extraits de bois de merisier a été démontré par une 

approche de cristallographie d’affinité. D’autre part, des expériences de co-cristallisation ont permis de détecter 

deux molécules d’un autre flavonoïde, la naringénine, dans le site L de l’isoforme TvGSTO6S. Enfin, une 

interaction spécifique impliquant les sites H et L de l’isoforme TvGSTO2S a été démontrée avec 

l’oxyresvératrol. L’analyse structurale a révélé que les deux configurations du stilbène étaient liées à la protéine : 

la configuration trans dans le site H et la configuration cis dans le site L. Ainsi, malgré une redondance 

fonctionnelle partielle, ces recherches ont démontré l’existence d’un spectre d’interactions spécifiques pour 

chaque isoforme testée. Le caractère étendu de la classe Omega indiquerait que ces enzymes seraient impliquées 

dans l’adaptation du champignon à son environnement. En effet, les ligands identifiés au cours de ces travaux 

suggèrent que les propriétés « ligandines » des TvGSTOs joueraient un rôle dans la détoxication des produits 

issus de dégradation du bois.  

Mots clés : glutathion transférases, Trametes versicolor, recherche de substrats/ligands, métabolites secondaires 

Abstract: Wood decaying fungi play an important role in the carbon cycle by participating in the recycling of 

organic matter. In addition to their ability to mineralize lignocellulosic biomass, these organisms have the ability 

to degrade potentially toxic molecules released during this process. Their detoxification system involves several 

multigenic families including glutathione transferases. These ubiquitous enzymes are grouped into several 

classes in the fungal kingdom, some of them are widespread in these fungi. In this context, the main objective of 

this thesis was to understand the functions of glutathione transferases of the Omega class (GSTOs) extended in 

Trametes versicolor, a white rot fungus. A biochemical and structural approach was led using nine recombinant 

proteins. Firstly, enzymatic characterization of these isoforms was performed using synthetic substrates, the 

obtained results demonstrating a similarity of catalytic properties. Then, using a library of pure molecules and 

another one of complex mixtures from different forest species, a high throughput screening method was applied 

to identify potential ligands for these enzymes. The resolution of the three-dimensional structure of three 

isoforms demonstrated the homodimeric state of these proteins and the involvement of two binding sites in the 

recognition of these ligands: the H site (present in each monomer) and the L site (at the dimer interface). For 

example, the isoform TvGSTO3S is able to bind several hydroxybenzophenones in its H site, but also a 

flavonoid, dihydrowogonin. In this case, this interaction with a natural ligand derived from wild-cherry tree 

extract was demonstrated by an affinity crystallography approach. On the other hand, co-crystallization 

experiments detected two molecules of another flavonoid, naringenin, in the L site of the isoform TvGSTO6S. 

Finally, a specific interaction involving the H and L sites of the isoform TvGSTO2S was demonstrated with 

oxyresveratrol. Structural analysis revealed that the presence of  both configurations of the stilbene in the 

protein: the trans configuration in the H site and the cis configuration in the L site. Thus, despite partial 

functional redundancy, this research demonstrated the existence of a specific pattern of interactions for each 

tested isoform. The expansion of the Omega class could indicate that these enzymes are involved in the 

adaptation of the fungus in its environment. Indeed, the ligands identified during this work suggest that the 

"ligandin" properties of TvGSTOs play a role in detoxifying wood degradation products.  

Keywords: glutathione transferases, Trametes versicolor, research of substrates and ligands, secondary 

metabolites 
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